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      INRODUZIONE  La leucemia linfoblastica acuta (LLA) è la patologia mortale più comune nei bambini ed è responsabile di circa l’80% dei casi di leucemia pediatrica. Circa uno su cinque di questi pazienti sviluppa recidive o non risponde ai primi due trattamenti. A tal proposito sono state studiate nuove molecole e il mio lavoro di tesi è volto allo studio della clofarabina (principio attivo del farmaco chiamato Evoltra), che rappresenta la prima molecola, sviluppata specificatamente per i bambini affetti da recidive multiple o da leucemia refrattaria, a ricevere il parere positivo in Europa da parte dell’Agenzia Europea del Farmaco (Emea). Il parere positivo espresso dal Comitato Scientifico dell’Emea per i Medicinali ad Uso Umano (CHMP) è stato rilasciato nel febbraio 2006 “per il trattamento della leucemia linfoblastica acuta (LLA) in pazienti pediatrici che hanno sviluppato recidive o che si sono dimostrati refrattari ad almeno due precedenti terapie e quando non esistono altre cure possibili per ottenere risposte durevoli. Sicurezza ed efficacia sono state valutate attraverso studi su pazienti di età inferiore o uguale a 21 anni, ai quali è stata formulata la prima diagnosi”.  La clofarabina è una molecola di nuova generazione che impedisce la sintesi di DNA nelle cellule tumorali.  Il principio attivo di Evoltra, la clofarabina, è un citotossico, medicina che uccide le cellule che si stanno separando, quali le cellule del cancro; appartiene al gruppo di farmaci antitumorali denominati ‘antimetaboliti’.  Dopo aver descritto la malattia e le sue caratteristiche, descriverò brevemente la terapia classica utilizzata nei protocolli attuali e di seguito le nuove terapie basate su innovativi targets molecolari, per soffermarmi infine sulla clofarabina, cioè la prima molecola, come sopra citato, sviluppata per i bambini affetti da leucemia linfoblastica acuta refrattaria o in recidiva. 
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La clofarabina è un analogo dell’adenina che è una parte del materiale genetico fondamentale delle cellule (DNA ed RNA). Nell’organismo, la clofarabina prende il posto dell’adenina ed interferisce con gli enzimi coinvolti nella produzione di materiale genetico, RNA reduttasi e DNA polimerasi. La clofarabina inibisce la sintesi del DNA e quindi inibisce la crescita delle cellule tumorali.                          
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          CAPITOLO 1 
LA LEUCEMIA  Sotto questo nome rientrano tutti i tumori dei globuli bianchi (leucociti), che sono una delle popolazioni di cellule circolanti nel sangue. Data la loro origine questi tumori non sono solidi, in altre parole non sono connotati dalla presenza di una massa tumorale, ma dalla proliferazione incontrollata di queste cellule che invadono tessuti e organi.                                                                                                                              
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               Figura 1 CELLULE DEL SANGUE  
  1.1 Il sangue                                                                                                                                                                                                                                                            Tutte le cellule del sangue, globuli rossi, globuli bianchi e piastrine, sono formate dal midollo osseo a partire da un progenitore comune, la cellula staminale emopoietica, che si differenzia attraverso stadi successivi di maturazione, dando origine a tutte e tre le linee cellulari ematiche. Quando una delle forme immature (cellule nello stadio intermedio) inizia a riprodursi in maniera incontrollata si ha la leucemia,  caratterizzata da eccesso di globuli bianchi immaturi, che non sono in grado di svolgere la loro funzione difensiva da infezioni e tossine giunte dall'esterno, e progressiva perdita di globuli rossi e piastrine, il cui sviluppo è soffocato dalle cellule maligne.   
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                                                   Figura 2                                                                                                                                                                                                                                 I leucociti adulti circolanti, in realtà, sono costituiti da molte sottofamiglie:  -  i linfociti T e i linfociti B; -  i leucociti neutrofili, eosinofili e basofili, detti anche granulociti; -  i monociti che, al bisogno si trasformano in macrofagi (spazzini).    
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                                                                                        Figura 3                           I linfociti derivano da un progenitore comune linfoide, granulociti e monociti condividono, invece, un precursore mieloide, per cui le leucemie si suddividono ulteriormente in LINFOCITICHE e MIELOIDI, in base al sottotipo di popolazione che ha subito la degenerazione maligna. Dal punto di vista clinico, poi, le leucemie possono essere ACUTE o CRONICHE: le prime hanno prognosi più severa e decorso molto rapido, le seconde decorrono più lentamente e sono meglio controllabili con i farmaci, tanto da poter divenire appunto cronica.  
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Figura 4             
 
 
   Figura 5  CELLULE LEUCEMICHE                                                                                                                                                                                                     1.2 Diagnosi e prognosi  Grazie ai progressi della biochimica, le leucemie possono venire facilmente diagnosticate e differenziate tra loro con un esame del sangue. Spesso la diagnosi precede la comparsa di sintomi, perché la malattia viene scoperta nel 
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corso di altre indagini.  La prognosi oggi non è più assolutamente negativa come negli anni passati: molte leucemie sono ben curabili con i farmaci o con il trapianto del midollo osseo. Naturalmente il buon esito della terapia, in termini di remissioni dei sintomi per lunghi periodi o completa guarigione, dipende da molti fattori. Primo fra tutti il grado di aggressività del tumore, poi lo stato di salute generale del paziente e lo stadio di avanzamento della malattia.                                                                
    Per la loro genesi midollare le leucemie, presto o tardi, inducono anemia, suscettibilità alle infezioni e difficoltà di coagulazione. Nei casi più gravi l’anemia può essere tanto seria da indurre dispnea (difficoltà respiratorie) anche fatale, oppure la morte può sopraggiungere per un’infezione non controllabile o emorragia interna.  
Quattro sono le principali leucemie: 
  ° Leucemia linfoblastica acuta (LLA) ° Leucemia mieloide acuta (LMA) ° Leucemia linfoblastica cronica (LLC)  ° Leucemia mieloide cronica (LMC).   
       1.3 Leucemie acute                                                                                                                          Quando il tumore colpisce i precursori intermedi dei linfociti T o B si ha la leucemia acuta linfocitica (linfoblastica, linfatica, linfoide); quando, invece, la degenerazione riguarda il progenitore comune di granulociti e monociti si ha la leucemia acuta mieloide (mieloblastica, mielocitica, granulocitica).                                                              I sintomi iniziali precedono, talora anche di anni, la malattia e includono anemia, comparsa di ecchimosi, sanguinamento delle gengive, febbre 
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persistente, ascrivibili alla minor produzione di globuli rossi e piastrine da parte del midollo osseo. Inoltre si manifesta un caratteristico dolore osseo, spontaneo o in seguito a pressione, dovuto alla compressione che esercita il midollo osseo in espansione.  In alcuni casi, tuttavia, l’esordio può essere violento con emorragia cerebrale, polmonare o gastrointestinale oppure con grave episodio infettivo, non controllabile con farmaci.                                                                      A malattia conclamata si riscontrano anche ingrossamento della milza e dei linfonodi, soprattutto nella leucemia acuta linfatica, e talvolta del fegato.                                                                                               In fase avanzata le cellule leucemiche possono infiltrarsi: - nel sistema nervoso centrale, dando cefalea, vomito, nausea, sonnolenza; - nell’orletto gengivale; - nella cute; - nei reni.     
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Figura 6 MANIFESTAZIONI CLINICHE DELLA LEUCEMIA ACUTA I segni che caratterizzano, oltre 
all’anemia, il quadro delle leucemie acute: essenzialmente emorragie che interessano la quasi totalità degli 
organi (emorragie cerebrali e meningee, emorragie retiniche, epistassi, ematuria) e infezioni, soprattutto 
dell’orofaringe e broncopolmonari.                                                                                                   
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1.4 Cenni sulla Leucemia mieloide cronica                                                                                      E’ caratterizzata da una lenta iperproliferazione dei granulociti, che giungono quasi a completa maturazione, parallelamente a un incremento dei precursori dei granulociti a livello del midollo. La fase iniziale cronica dura 3-10 anni poi la malattia subisce una trasformazione, attraverso una fase di transizione accelerata di circa 3-6 mesi, in leucemia acuta. Durante la prima fase i segni sono astenia e perdita di energia, dovuti ad anemia di media entità, notevole ingrossamento della milza e modesto aumento di volume del fegato. La fase cronica, comunque, risponde molto bene alle terapie.                                     
1.5 Cenni sulla Leucemia Linfatica Cronica                                                                                                     La forma più diffusa è dovuta a proliferazione incontrollata dei linfociti B, tuttavia si può avere anche neoplasia dei linfociti T.  La leucemia linfatica cronica B ha un decorso molto lento, i sintomi perciò compaiono gradualmente negli anni: quando i linfociti invadono il midollo, il sangue, i linfonodi, la milza e il fegato, questi organi si ingrossano. I linfociti B leucemici non sono in grado di svolgere il loro ruolo immunitario (produrre anticorpi) per cui nei pazienti si manifesta anche immunodeficienza secondaria, con maggiore vulnerabilità alle infezioni batteriche, virali e fungine. Questo tipo di leucemia vanta la prognosi più favorevole, infatti risponde bene alle terapie e spesso il decorso è benigno (guarigione) o stabile, cioè non peggiora per molti anni. La leucemia linfatica cronica T è caratterizzata da un considerevole ingrossamento solo epatico e infiltrazione preferenziale dei linfociti neoplastici a livello della cute. La prognosi è favorevole anche per questa forma, con una fase stabile di malattia a decorso prolungato1.                                                                            
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Ogni anno 1400 bambini italiani si ammalano di una neoplasia. Il tumore pediatrico più frequente tra i piccoli della penisola è la LEUCEMIA LINFOBLASTICA ACUTA, con circa 400 casi l’anno, seguita dai tumori cerebrali, che colpiscono fino a 150 bimbi ogni anno. Esperienze drammatiche che sempre più, grazie ai progressi della scienza, si concludono con lieto fine.                                                                                                   Oggi, almeno il 70-75% di questi pazienti guarisce completamente e può sperare in una vita del tutto normale, con percentuali che arrivano a superare ampiamente l’80% nel caso di leucemia acuta, linfoma di Hodgkin e tumori di Wilms, mentre scendono al 50-55% nel caso di leucemia mieloide acuta. La buona notizia arriva dagli esperti che recentemente danno speranze grazie a terapie di frontiera in questo settore tanto delicato. Secondo i ricercatori queste percentuali di guarigione in aumento sono dovute in parte ai nuovi medicinali ma soprattutto alla possibilità di poter articolare in maniera ottimale e ottimizzata i vari farmaci chemioterapici. Non sono poi da trascurare i miglioramenti ottenuti nell’ambito della terapia di supporto; esistono, infatti, farmaci molto più efficaci in termini di prevenzione del rischio di complicanze infettive, in questi pazienti.         Diversi convegni su questi temi, oltre ad avere come scopo l’aggiornamento dei medici, sono anche l’occasione di confronto su terapie consolidate o di frontiera.  Cure all’avanguardia cui la ricerca si affida per tentare di recuperare anche quel 30% di bambini che si ammalano e non riescono a guarire. Si punta soprattutto su nuovi farmaci, nuove strategie e nuove terapie “intelligenti”. Tutto il mondo dell’oncologia e dell’ematologia pediatrica è in rapida e continua evoluzione, sta esplorando nuove frontiere, sia in termini di miglioramenti dell’inquadramento diagnostico -soprattutto per quanto concerne la stratificazione di pazienti in fasce di rischio- sia per quel che riguarda la possibilità di valutare nuove strategie di terapia, in grado di guarire una percentuale sempre più alta di bambini.  
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C’è un dato generale che dà il quadro della situazione: di quei 1400 pazienti, che ogni anno si ammalano di un tumore in pediatria, a 10 anni, più del 60% sono vivi.         Argomento cui è stato dedicato ampio spazio da ricercatori e medici è quello delle cellule staminali mesenchimali: un nuovo tipo, recentemente identificato, di cellule staminali, che si possono prelevare dal midollo osseo, dal cordone ombelicale, dalla membrana amniotica e dal tessuto adiposo. Esse si rivelano di particolare interesse, da un lato perché possono differenziarsi, ossia essere impiegate in approcci di terapia cellulare riparativa per malattie dell’osso o della cartilagine, dall’altro perché hanno la capacità di modulare la risposta immunitaria e quindi possono rivelarsi di notevole interesse nell’ambito della trapiantologia, sia di cellule emopoietiche sia di organo solido.                                          A parte i nuovi approcci di trapianto con staminali emopoietiche, si presta attenzione anche a farmaci che di fatto riescono a rimuovere il sovraccarico di ferro accumulabile con le trasfusioni, in maniera molto efficace, soprattutto essendo somministrabili per bocca. Fino ad oggi la terapia di base per prevenire il sovraccarico di ferro si basava, invece, sull’impiego di un farmaco somministrabile per via sottocutanea. Soprattutto nei bambini poter somministrare un farmaco per bocca offre vantaggi significativi rispetto ai farmaci per via infusiva, sottocutanea.                1.6 Chi colpisce?                                                                                                                I tumori delle cellule del sangue sono molto più frequenti nell’età infantile rispetto a quella adulta. Solo in Italia, ogni anno, vengono colpiti circa 400 bambini. Le leucemie acute, in particolare, rappresentano il 25% di tutti i tumori dei bambini e si collocano quindi al primo posto. Tra le leucemie acute, la leucemia linfoblastica è il tipo di leucemia  più frequente nei bambini, ma può 
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anche colpire gli adulti; anche la leucemia mieloide acuta si può presentare sia in età infantile sia in età più avanzata.                                                                                     Gran parte delle leucemie che insorgono in età pediatrica dipendono dal DNA, sia a livello dei cromosomi, come accade nella leucemia mieloide cronica, sia a livello dei geni (un esempio è il gene p53).                             
 
Figura 7      GENE P53                                                                        
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 In particolare, nel caso della leucemia mieloide cronica, è presente il cosiddetto “cromosoma Philadelphia” che contiene un gene nuovo costituito dalla fusione di due porzioni di DNA che in condizioni normali si trovano su due cromosomi diversi.  
     
           Figura 8     CROMOSOMA PHILADELPHIA                           
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                                                                    Inoltre alcune malattie, come la sindrome di Down, sono collegate a un rischio da 10 a 20 volte superiore di sviluppare una leucemia nei primi dieci anni di vita.                                                                             Per quanto riguarda gli adulti, esiste un collegamento tra l’esposizione a dosi massicce di radiazioni e alcuni tipi di leucemia. Esiste, inoltre, un’associazione con l’esposizione a sostanze come il benzene e la formaldeide, utilizzate nell’industria chimica. Infine altri fattori di rischio che sono noti con certezza sono la chemioterapia e la radioterapia, effettuate in precedenza per curare altre forme tumorali2.    
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Figura 9  LEUCEMIE ACUTE 
 Alcuni dei principali quadri microscopici del sangue periferico in caso di leucemia acuta.                  
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        CAPITOLO 2 
LA LEUCEMIA LINFOBLASTICICA ACUTA 
 
2.1 Caratteristiche della malattia                                                                                          La leucemia linfoblastica acuta (o linfatica o linfoide acuta, LLA) è una neoplasia maligna che origina nel midollo emopoietico da cellule della serie linfatica.                                                                        Nel midollo osseo è possibile identificare almeno due grandi categorie o serie di cellule, quella linfoide e quella mieloide. Le cellule più immature di entrambe le serie vengono chiamate blasti e in condizioni normali sono meno del 5% di tutte le cellule midollari. Se la trasformazione tumorale riguarda i blasti della serie linfoide si parla di LEUCEMIA LINFOBLASTICA ACUTA; negli altri casi si parla di leucemia non linfoblastica acuta.                                                       Nella classificazione REAL ed in quella WHO la LLA si identifica con il linfoma linfobastico originato dai precursori linfoidi B o T. Infatti esiste una significativa sovrapposizione biologica e clinica fra i casi diagnosticati come Linfoma Linfoblastico (LBL) e la Leucemia Linfoblastica Acuta (LLA).                         Anche se alcuni pazienti si presentano con lesioni prevalenti di tipo linfoblastico (per esempio, massa mediastinica o altra grossolana massa linfonodale o extra- linfonodale), la maggior parte dei pazienti hanno alla diagnosi, o sviluppano in seguito, infiltrazione midollare clinicamente evidente.                          Similmente, i pazienti che si presentano all’inizio con la leucemia possono sviluppare tumori extra-midollari durante il decorso della malattia.                           Di conseguenza, il linfoma linfoblastico e la leucemia linfoblastica acuta dovrebbero essere considerati la stessa malattia con differenti presentazioni cliniche.                                                                                          Il termine acuta si riferisce alla rapidità di insorgenza dei sintomi e alla progressione della malattia che, se non curata, può condurre a morte in breve 
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tempo, a differenza della leucemia cronica il cui decorso è invece molto meno tumultuoso.   
           
Figura 10 CELLULE LEUCEMICHE NEL SANGUE PERIFERICO DI UN BAMBINO            La  LLA deriva dalla proliferazione clonale dei linfoblasti (cellule linfoidi immature) imputabile a mutazione somatiche verificatesi nella cellula che dà origine al clone mentre questa si trovava in un determinato stadio di maturazione verso la linea T o B linfocitaria. Trasformati in senso neoplastico i blasti perdono la capacità di dare origine alle cellule più mature e passano nel sangue periferico dove continuano a dividersi, aumentando progressivamente di numero, ma senza maturare.                                                                  In un tempo più o meno breve compaiono disturbi legati da un lato alla mancanza di linfociti maturi nel sangue periferico, e, dall’altro, all’accumularsi dei linfoblasti dapprima nel midollo, quindi nel sangue periferico e poi negli altri organi. Nel midollo l’aumento dei blasti determina una diminuzione anche delle cellule che danno origine a piastrine, globuli rossi e granulociti3.     
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2.2 Sintomi della malattia   I principali sintomi della LLA sono causati dall’aumento del numero di cellule blastiche nel sangue che provoca una riduzione del numero delle normali cellule del sangue. Questi includono: - Sanguinamento anormale per diminuzione del numero di piastrine 
◦ si manifesta con ecchimosi, che appaiono senza motivo, flusso mestruale abbondante, gengive sanguinanti e epistassi frequenti - facile affaticabilità, con difficoltà di respiro al minimo sforzo - pallore 
◦ dovuto ad anemia causata dalla diminuzione dei globuli rossi - articolazioni e ossa doloranti 
◦ le ossa sono attaccate dalla leucemia - sensazione generale di malessere e debolezza, con infiammazione della gola e della bocca - presenza di frequenti infezioni, causate dalla mancanza di globuli bianchi. I sintomi possono comparire molto velocemente in poche settimane e il trattamento è necessario al più presto. La malattia può essere rivelata in occasione di un esame del sangue di controllo. E’ la neoplasia di riscontro più frequente fino ai 15 anni di età (il 25 % circa di tutte le neoplasie ed il 75 % circa di tutte le leucemie); sopra i 15 anni di età la frequenza scende al 15-20 % di tutti i casi di leucemia.  La  LLA presenta un primo picco di incidenza verso i 2-5 anni di età, dopodiché l’incidenza diminuisce progressivamente fino ai 25-30 anni; in 
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seguito si assiste ad una ripresa progressiva dell’ incidenza fino a raggiungere un nuovo picco dopo gli 80 anni di età.  Nei paesi industrializzati l’incidenza è pari a 3-4 nuovi casi all’anno ogni 100.000 individui nella fascia di età compresa fra 0 e 15 anni.  Esiste una notevole variazione geografica e razziale nella distribuzione della LLA; è infatti assai meno frequente nei paesi sottosviluppati, dove non si osserva quasi mai il primo picco dell’età pediatrica. Nei paesi sviluppati è stata riscontrata una correlazione positiva fra incidenza di LLA e lo stato socioeconomico, nonché un progressivo aumento dell’incidenza della LLA nei figli degli immigrati, man mano che miglioravano le condizioni economiche della famiglia di origine4.   






 Il Cromosoma Filadelfia detto Ph1 si forma quando parte del cromosoma 9 (gene ABL) per errore si unisce al cromosoma 22 (gene BCR) e parte del 
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cromosoma 22 si collega al 9 durante la divisione cellulare. Questo processo è definito con il termine “traslocazione ” e dà origine a un gene di fusione detto BCR-ABL.  
 Il gene BCR-ABL produce una forma anomala di tirosin-chinasi che promuove la crescita cellulare incontrollata. Svolge un ruolo importante nello sviluppo delle cellule leucemiche. La positività a Ph1 (da qui la definizione Filadelfia positivo, Ph+) si manifesta nel 95% delle persone con LMC e in circa il 30% degli adulti con LLA. 
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Figura 11 -Cariogramma cromosoma Philadelphia-  Le cause della LLA sono poco chiare. Nel 5-10% dei casi si manifesta in presenza di una malattia congenita o ereditaria (sindrome di Down, sindrome di Bloom e di Kostman, anemia di Fanconi, neurofibromatosi tipo1, sindrome di Swachman, atassia-telangectasia).  È stata anche documentata l'associazione con stati di immunodeficienza e con fattori ambientali, quali l'esposizione a solventi, radiazioni, sostanze chimiche, pesticidi e farmaci. Numerosi studi hanno anche evidenziato la presenza di un "background" genetico predisponente, quale ad esempio la ridotta attività di enzimi con ruolo "detossificante". La  LLA  è responsabile del 20% di tutte le leucemie, mentre la  LLA  Ph+ interessa il 20-40% delle LLA negli adulti. L’incidenza aumenta con l’aumentare dell’invecchiamento della popolazione e, come con la LMC, l’introduzione di nuove terapie ha cambiato la dinamica della malattia, portando ad un aumento della sopravvivenza5. 
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       2.4 Terapia classica   La leucemica linfoblastica acuta (LLA) è la forma più frequente in età pediatrica, e quindi notevoli sono stati i progressi che si sono conseguiti negli ultimi decenni nella terapia di questa forma. Il quadro clinico di esordio di leucemia può essere molto subdolo, e classicamente è caratterizzato da: -  Pallore, -  manifestazioni emorragiche, -  febbre, -  ingrossamento del fegato, della milza e delle linfoghiandole.  A volte, tuttavia, i sintomi dell’esordio simulano quelli di altre malattie.  Il tempo medio che consente di sospettare una leucemia è di qualche (3-4) settimana. La terapia della LLA è caratterizzata da diverse fasi. All’esordio, durante un’ospedalizzazione di circa 10-15 giorni, viene eseguita una terapia piuttosto intensa volta ad indurre la remissione della leucemia (scomparsa “temporanea” della malattia). In più del 95% dei casi di LLA si ottiene con l’induzione (prima fase della terapia) una completa regressione di tutti i sintomi presenti all’esordio ed una normalizzazione del quadro ematologico e midollare. Appena dimesso, il bambino prosegue la terapia in parte a casa, in parte presso il day-hospital del Centro, dove in genere rimane per alcune ore. Nei primi 6-7 mesi, sia per i controlli frequenti, sia per le caratteristiche della terapia particolarmente intensa, il bambino, pur potendo svolgere una vita di relazione quotidiana normale riesce a frequentare la scuola con minor regolarità. La terapia antileucemica viene sospesa dopo due anni. In base alle conoscenze attuali si sa che nella LLA oggi circa l’85% dei casi raggiunge 
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l’interruzione delle cure senza ricadute. Da quel momento la probabilità che la malattia sia definitivamente “guarita” richiede altri 2-3 anni di osservazione. Dopo circa 5 anni dall’esordio, la probabilità che il bambino ripresenti la malattia è pressochè sovrapponibile alla nostra di ammalarci (quindi non zero, ma molto bassa). Qualora si presentasse una ricaduta (=ricomparsa della malattia leucemica) le cure si fanno più intense, sia in regime di ricovero, sia come frequenza in day–hospital. Per i casi in cui la malattia si presenta con caratteristiche molto aggressive e difficilmente dominabili dalla chemioterapia tradizionale o per le ricadute (specie quelle precoci), da qualche decennio è ormai disponibile il trapianto di midollo osseo che offre, globalmente parlando, circa il 50% di possibilità di successo. Il trapianto è una procedura terapeutica che consente la sostituzione delle cellule malate midollari con cellule emopoietiche sane prelevate da un donatore istocompatibile: il miglior donatore compatibile è un fratello genotipicamente identico (ma tale possibilità ricorre solo in 1/4 dei casi) o, più raramente, un estraneo (donatore da banca) il più possibile compatibile. Riguardo ai pazienti trattati con il trapianto, possiamo avere guarigioni complete senza complicanze o guarigioni della malattia di base pur con effetti tossici più o meno intensi, dopo almeno 2 anni dal trapianto. La comparsa di complicanze quali le infezioni o l’aggressione più o meno intensa da parte del nuovo midollo –quello ricevuto – ai diversi apparati e tessuti del ricevente, sono per lo più contenute dalle specifiche terapie e vanno gestite da mani esperte. Oggi in alcuni casi l’uso delle cellule staminali pediatriche ha reso più facile, sul piano operativo, tale procedura.  Quindi, ricapitolando, il cardine della cura per la leucemia linfoblastica acuta è la chemioterapia, sia nei bambini sia negli adulti. Questa è somministrata per via endovenosa, eventualmente attraverso un catetere venoso centrale. Alcuni farmaci possono essere somministrati per os o per via intramuscolare. A volte è necessaria la somministrazione intratecale: in questo caso una 
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puntura lombare aveva dimostrato probabilmente la presenza di cellule tumorali nel liquor e quindi nel sistema nervoso centrale. Se il rischio di questa complicanza è elevato, i medici potranno decidere di effettuare questo tipo di terapia come profilassi, per prevenire una eventuale localizzazione nelle meningi; alcuni centri consigliano anche la radioterapia sul cranio, sul midollo spinale, sui testicoli per aumentare la probabilità di uccidere tutte le cellule annidate in queste zone dell’organismo difficilmente raggiungibili da farmaci: queste regioni del corpo sono conosciute come “santuari” della malattia. Molti centri hanno comunque eliminato la radioterapia cranio-spinale e testicolare dai loro protocolli, soprattutto nei bambini. Altro tipo di terapia, ancora sperimentale, è l’immunoterapia, in genere associata ad altre forme di terapia. La chemioterapia viene somministrata in tre-quattro fasi: °    induzione della remissione ° terapia post-remissione (a volte suddivisa in fase di consolidamento e fase di intensificazione della remissione) °    terapia di mantenimento Con la terapia di induzione si cerca di ottenere la remissione completa, ottenibile nel 90-95% dei casi della leucemia linfoblastica acuta nei bambini, di meno negli adulti. Per remissione completa si intende il ripristino delle condizioni normali nel midollo e nel sangue periferico: meno del 5% di blasti nel sangue periferico ed assenza di anemia, piastrinopenia, leucocitosi e/o leucopenia. Ottenere la remissione completa rappresenta indubbiamente il primo, fondamentale, importante passo verso la guarigione definitiva. Tuttavia non abbiamo oggi a disposizione un mezzo sicuro che ci consenta di stabilire se dopo questa prima fase di terapia siano state distrutte tutte le cellule leucemiche. E’ per questo motivo che si esegue sempre la terapia post-remissione con la speranza che, continuando la terapia, si riesca ad eliminare anche l’ultima cellula 
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eventualmente rimasta. La terapia di mantenimento consiste nella continuazione della terapia per un periodo di circa due-tre anni dopo l’ottenimento della remissione completa, ed ha lo scopo di mantenere la remissione eliminando eventuali cellule rimaste. Il 70-75% di bambini con leucemia linfoblastica acuta che ottengono la remissione completa sono lungo-sopravviventi e possono essere considerati guariti definitivamente. Le percentuali sono inferiori negli adulti. I farmaci più utilizzati per indurre la remissione sono:      -  la vincristina      -  i cortisonici      -  la daunorubicina      -  la L-asparaginasi. Nella fase post-remissione è probabile che vengano usati altri farmaci come: - l’etoposide, - la citarabina. Nella fase di mantenimento sono utilizzati in genere: - il methotrexate - 6-mercaptopurina,  che possono essere somministrati per os. E’ opportuno che i pazienti con leucemia acuta siano trattati in centri specializzati da parte di persone esperte e competenti.     
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        2.5 Terapia di supporto  Questo termine indica tutti i tipi di terapia diversi da quella somministrata con l’intento di curare la malattia, ma non per questo meno importante. Comprende: - le trasfusioni di globuli rossi (per migliorare l’anemia), di piastrine (per prevenire o curare emorragie), gli antibiotici, antifungini e antivirali somministrati per prevenire o curare infezioni in atto; - i farmaci somministrati per ridurre la leucopenia; - la nutrizione parenterale in caso di impossibilità a nutrirsi spontaneamente, spesso a causa delle complicanze della chemioterapia e della radioterapia; - la terapia antidolorifica; - il supporto psicologico. La terapia di supporto consente quindi un migliore uso dei farmaci antineoplastici e consente di attenuare o prevenire alcuni degli effetti collaterali più gravi, rendendo possibile la continuazione a cicli periodici della terapia vera e propria.   
2.6 Leucemia linfoblastica acuta resistente o refrattaria 
        E’ una leucemia che non è andata in remissione completa con la terapia standard o convenzionale. Questo avviene nel 20-30% dei casi (frequentemente nei pazienti più anziani) perché le cellule leucemiche possiedono dei meccanismi che inattivano in qualche modo i farmaci somministrati e le rendono resistenti o refrattarie ai farmaci. Qualche volta questo si può superare somministrando farmaci diversi a dose più elevate, eventualmente con il trapianto del midollo.  
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      2.7 Leucemia Linfoblastica Acuta in recidiva            
       E’ una leucemia linfoblastica acuta che si ripresenta dopo aver ottenuto una remissione completa, evidentemente perché erano rimaste cellule leucemiche in qualche zona dell’organismo. In numerosi centri si stanno sperimentando nuovi protocolli di terapie per le leucemie recidivate, ed è proprio questo il nucleo del mio lavoro di tesi, presentare un farmaco di nuova generazione: EVOLTRA (CLOFARABINE) volto alla cura proprio della leucemia linfoblastica acuta recidiva o refrattaria nei pazienti pediatrici. Descriverò le caratteristiche del medicinale, le indicazioni terapeutiche, modalità d’uso e soprattutto i meccanismi d’azione di Evoltra e gli studi svolti che riguardano i nuovi bersagli molecolari e cellulari terapeutici nella leucemia linfoblastica acuta. Comunque anche nel caso della leucemia linfoblastica acuta in recidiva, nel caso in cui le diverse terapie farmacologiche non abbiano portato a risultati soddisfacenti, viene proposto al paziente un trapianto di midollo, poiché le probabilità di ottenere una seconda remissione completa duratura con la terapia convenzionale sono scarse. Le recidive più temibili sono a livello midollare, meningeo e testicolare.          
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        CAPITOLO 3 
NUOVI BERSAGLI TERAPEUTICI MOLECOLARI E CELLULARI NELLA 
LEUCEMIA LINFOBLASTICA ACUTA E NELLE MALATTIE 
LINFOPROLIFERATIVE 
 
3.1 I nuovi bersagli terapeutici per LLA e LPD         I risultati per i pazienti pediatrici con malattie linfoproliferative (LPD) o neoplasie linfoidi, come la leucemia linfoblastica acuta (LLA), sono migliorati notevolmente, anche se spesso i pazienti affetti soffrono i postumi della terapia.  Inoltre, nonostante l’intensificazione del trattamento la prognosi rimane sfavorevole per i pazienti con malattia refrattaria o recidiva. Così sono risultati necessari nuovi approcci terapeutici biologicamente mirati. Tali studi sono volti a capire come una perdita di linfociti può causare LPD o LLA. Si sono esaminate le potenziali strategie terapeutiche, molecolari e cellulari, come le reti di segnale PI3K/AKT/m TOR/JAK/STAT, Notch e famiglia delle SRC chinasi. Questi sono tutti fattori che: - regolano la crescita dei linfociti, la loro sopravvivenza e la loro funzione; - devono bloccare l’interazione di tutte le cellule con cellule stromali linfoidi o fattori di crescita secreti dal microambiente del midollo osseo; - vanno a stimolare le risposte immunitarie.  Sono molte le malattie caratterizzate da una anormale proliferazione di linfociti, e ognuna è caratterizzata da diverse manifestazioni cliniche. Tutti questi disordini sono dovuti, comunque, alla presenza di linfociti anomali, causa del processo patologico e che quindi rappresentano il bersaglio di nuovi farmaci per la cura della LLA. La leucemia linfatica acuta (LLA) è il più comune cancro dell’infanzia6. La maggior parte dei pazienti pediatrici con LLA sono curati col regime di terapia classica, comunque il  20-30% dei bambini sono recidivi o refrattari alla terapia 
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convenzionale e per gli adulti la prognosi rimane sfavorevole malgrado la terapia intensiva7.                                                                                           Pazienti con disordini linfoproliferativi non maligni (LPD) possono essere difficili da diagnosticare, soffrono di infezioni croniche che possono essere fatali, e spesso richiedono cure a lungo termine con agenti immunosoppressori, inclusi steroidi. Perciò per migliorare l’esito e potenzialmente ridurre gli effetti collaterali e il postumo della terapia a lungo termine, si stanno studiando nuove terapie con target molecolari e cellulari. Generalmente l’approccio per identificare questi potenziali targets biologici è quello di  studiare le disfunzioni dello sviluppo e della crescita di cellule T e B rilasciate dalla normale trasmissione linfoide e dai processi cellulari. Lo sviluppo delle cellule B e T è del tutto regolato da una moltitudine di molecole e processi (fattori di crescita linfoidi secreti dal midollo osseo, recettori di adesione molecolare, segnali connessi e recettori di antigeni e i processi coinvolti  nel limitare l’esplosione proliferativa dei linfociti coinvolti nelle risposte) per mantenere l’omeostasi dei linfociti B e T8.  Uno squilibrio di questi segnali può condurre a LPD o tumori linfoidi maligni.                                                 Le nuove terapie si basano sui targets, che possono essere identificati e esaminati usando saggi in vitro, sistemi di colture di cellule del midollo osseo, modelli di LLA e LPD e trapianti di LLA. Sono soprattutto tre gli approcci per la identificazione e lo studio dei nuovi targets biologicamente validi e attivi nella patogenesi di LLA e LPD. Come prima cosa si sono analizzati i “targets-key” che regolano la crescita cellulare, la sopravvivenza e la proliferazione, e le funzioni di questi linfociti anomali. Poi  il contributo dei fattori di crescita linfoidi secreti dal midollo osseo e il loro micro-ambiente. 
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Infine le strategie potenziali per utilizzare la risposta immunitaria verso queste cellule anormali.  Le vie di traduzione del segnale PI3K/AKT/m TOR, JAK/STAT, ABL  tirosin-chinasi, SRC famiglia di tirosin chinasi, e NOTCH 1, sono punti critici per un adeguato sviluppo di cellule normali B e T, per la loro sopravvivenza e per la loro attivazione. Queste vie sono altamente integrate con reti che a loro volta sono saldamente regolate da segnali intra- e extra-cellulari. La mancata o sbagliata regolazione di questa rete rappresenta un evento chiave nella patogenesi di LPD e di leucemie e linfomi. Comunque, studiare queste vie di traduzione del segnale non basta, si potrebbe, quindi, alla fine non trovare pieno successo dal momento che ci sono delle interferenze tra queste vie. Questo fenomeno potrebbe portare a creare dei fenomeni di resistenza verso singoli inibitori di trasmissione del segnale.   
 
       3.2 Cromosoma Philadelphia e BCR-ABL            
 
Cromosoma Philadelphia o traslocazione Filadelfia è una specifica anomalia cromosomica che è associata con leucemia mieloide cronica (LMC). E' il risultato di una traslocazione reciproca tra il cromosoma 9 e 22, ed è specificamente indicata  t (9; 22) (q34; D11). Il 95% delle persone con LMC hanno questa anomalia. Tuttavia, la presenza del cromosoma Philadelphia (Ph) non è sufficientemente  specifico per diagnosticare LMC, dato che si ritrova anche nella leucemia linfoblastica acuta, nel 25-30% degli adulti e 2-10% nei casi pediatrici, e occasionalmente nella leucemia mieloide acuta (LMA)9.  
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Figura 12- Una cellula in metafase positiva per BCR-ABL -          ABL sta per "Abelson", il nome di un virus della leucemia, che comporta una simile proteine.  
 Il risultato della traslocazione è il gene BCR-ABL, che si trova sul cromosoma 22. Il BCR-ABL chimerico codifica per la proteina p210 o talvolta p185 (p sta per "proteine" e i numeri rappresentano il peso molecolare in k Dal).Il gene ABL esprime una proteina di membrana associata, una tirosina-chinasi; anche la trascrizione di BCR-ABL è tradotta in una tirosina-chinasi, con l'aggiunta di un gruppo fosfato alla tirosina. Ecco perché la tirosina chinasi è molto importante per la terapia farmacologica. Inibitori della tirosin chinasi (come imatinib e sunitinib) sono importanti farmaci nei confronti di una varietà di tumori. 
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 P210 si verifica principalmente nelle LMC, e talvolta nelle leucemie linfoblastiche acute (LLA Ph+), nelle quali invece è la proteina P190 la più comune. La fusione delle proteine BCR-ABL interagisce con il recettore per l'interleuchina-3 beta. La trascrizione è costitutivamente attiva, vale a dire che non richiede l'attivazione di altre proteine cellulari. BCR-ABL inibisce la riparazione del DNA, provocando instabilità  e potenzialmente può provocare la temuta crisi blastica di LMC.  
 
 
Figura 13 -Cromosoma Philadelphia è designato Ph (o Ph') e la traslocazione cromosomica è denominata 
t (9; 22) (q34.1; q11.2)-  
 
C’è  da dire inoltre che BCR-ABL regola molteplici sistemi di segnali includendo: Ras/Raf/MEK/ERK, PI3K/AKT/mTOR e JAK/STAT, ed è associato con l’attivazione di membri della famiglia di tirosin-chinasi (LYN e HCK) e di MYC10. 
Il ruolo essenziale di BCR-ABL nelle trasformazioni maligne ha fatto di esso un eccellente candidato per la terapia di molecole targets per la leucemia Ph+11. 
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L’Imatinib e Milotinib sono inibitori della tirosina–chinasi BCR-ABL. 
Si è detto che la traslocazione (9;22) dà origine alle proteine tirosin chinasi p190 (BCR-ABL) e p210 (BCR-ABL), ritenute essere alla base della trasformazione leucemica. I pazienti con leucemia acuta Philadelphia-positiva (Ph+), che non rispondono all'iniziale terapia di induzione, presentano una prognosi sfavorevole. 
 L'Imatinib (Glivec in Italia, Gleevec in Usa) è un inibitore della tirosin chinasi BCR-ABL, che viene assunto per os.  
Uno studio clinico di fase II è stato compiuto su 56 pazienti con leucemia linfoblastica acuta Ph+ resistente o recidivante (n = 48), o con leucemia mieloide cronica in crisi blastica di tipo linfoide (n = 8). L'Imatinib è stato somministrato una volta al giorno a 400 mg o 800 mg, inducendo una completa risposta ematologica e midollare nel 29% dei pazienti con leucemia linfoblastica acuta (risposta ematologica completa, 19%; risposta midollare completa, 10%), che è risultata sostenuta per 4 settimane nel 6% dei pazienti. 
 Il tempo alla progressione e la sopravvivenza totale per i pazienti con leucemia linfoblastica acuta sono stati rispettivamente, in media, di 2,2 e 4,9 mesi. 
La risposta ematologica completa si è avuta in 3 (38%) pazienti con leucemia mieloide cronica in crisi blastica di tipo linfoide. La tossicità non ematologica, associata al trattamento, di grado 3 o 4 è stata osservata nel 9% dei pazienti. Tuttavia nessuno dei pazienti ha interrotto la terapia per il presentarsi delle reazioni avverse non ematologiche.  
La neutropenia e la trombocitopenia di grado 4 si sono presentate rispettivamente nel 54% e nel 27% dei pazienti. 
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La terapia con Imatinib ha prodotto una percentuale di risposta ematologica clinicamente rilevante nei pazienti con leucemia linfoide acuta Ph+ resistente o recidivante, ma si è instaurata rapidamente resistenza con successiva progressione della malattia. 
Diversi casi di resistenza a Imatinib sono stati associati all’emergenza di mutazioni della tirosin-chinasi di BCR–ABL. 
Così hanno iniziato a svilupparsi le nuove terapie che vedono come bersaglio il tipo-primitivo e le forme mutanti di BCR–ABL12. 
 
 
3.3 Famiglia delle SRC chinasi 
 
Gli studi sulle Src chinasi sono di diretto interesse per il virus della leucemia Abelson tirosina chinasi (v-Abl) e il suo omologo cellulare, c-Abl.  
c-Abl è una proteina molto più grande di c-Src, ma il suo N-terminale è strettamente collegato alla Src chinasi. Il residuo di tiroxina (Tyr 527) di c-Abl è di fondamentale importanza perché regola le Src chinasi, e ancora i domini SH2 e SH3 sono in qualche modo coinvolti nel mantenere sotto controllo l'attività della tirosina chinasi. Si sta utilizzando Glivec (Imitanib, Novartis) per trattare la leucemia mieloide cronica (LMC), una malattia mortale se non trattata, e agisce bloccando appunto l'attività chinasi della proteina nota come Bcr–Abl, che viene attivata in modo improprio nella malattia.  Bcr-Abl è una fusione tra la proteina BCR e la tirosina chinasi Abl, il che si traduce in impropria attivazione della attività catalitica di Abl. 
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Si è determinata la struttura della chinasi Abl legata al Glivec, e si evince che l'inibitore riconosce una inattiva conformazione della Abl.     
         
Figura 14 -Si tratta di film che mostra il complesso di Glivec e il dominio della chinasi Abl- 
  Glivec ha la capacità di riconoscere la distorta conformazione della chinasi Abl, inibendo, quindi, in modo specifico Abl (e Bcr-Abl), ma non Src, nonostante Abl e Src siano strettamente collegate fra loro. Questo perché le centinaia di proteine chinasi codificati dal genoma umano pur essendo strutturalmente molto simili, hanno dinamiche conformazionali molto diverse. La comprensione di queste dinamiche è molto importante per la continua ricerca di inibitori specifici di queste proteine coinvolte nel processo patologico. Ci sono altre chinasi coinvolte, che includono le chinasi SRC: le SFK13. I membri SFK, inclusi  LYN, LCK,  FYN, HCK, BLK e SYN, giocano un ruolo critico nella regolazione dello sviluppo linfoide, nella regolazione delle funzioni 
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immunitarie e omeostasi cellulare. In generale, l’attivazione di queste chinasi risultano nella crescita e nella sopravvivenza cellulare e probabilmente vanno a interagire con la via delle RAS/RAF/MEK/ERK. Disturbi di segnali  mediati da SFK sono stati associati a trasformazioni maligne. Per esempio, le cellule pre–B  LLA Nolm 6 esprimono alti livelli di LYN, SYK e BLK, mentre le cellule T- LLA Jurkat esprimono livelli anomali di FYN e LCK14. Il Dasatinib è un doppio inibitore di BCL-ABL e di SFK, ed è 325 volte più potente dell’Imatinib. Il Dasatinib è stato creato successivamente per inibire altre chinasi come ABL, PDGFR e  recettore chinasi EPHRIN A. L’azione di Dasatinib porta ad arresto del ciclo cellulare, apoptosi  e diminuzione dell’invasione dei tumori, attraverso una rapida e duratura inibizione di SFK e una inattivazione di STAT3 che invece è solo transitoria. Inoltre  l’aggiunta di un inibitore JAK può superare questa evidente resistenza per Dasatinib.   
        3.4 Le sperimentazioni 
  Gli studi sono stati condotti da un team di ematologi dell’MD Anderson Cancer Center di Houston (Stati Uniti). Nel primo studio il Dasatinib è stato sperimentato in 40 pazienti la cui malattia era diventata cronica e in 44 pazienti con una leucemia in proliferazione attiva, ottenendo una risposta ematologica completa o sostanziale nella gran parte dei casi; il farmaco è stato inoltre in grado di agire anche sulle alterazioni genetiche alla base della malattia in una buona percentuale di malati. Nel secondo studio, oggetto della sperimentazione è stato il Nilotinib. Un centinaio di malati con una leucemia resistente al Glivec oppure linfoblastica acuta hanno ricevuto diversi dosaggi del farmaco, al fine di verificare l’esistenza eventuale di una tossicità e di stabilire quale fosse il protocollo migliore. Anche in questo caso la nuova molecola si è rivelata attiva tanto nei malati con leucemia cronica quanto in quelli in crisi blastica, agendo 
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 49 
 
sui parametri del sangue e sulle alterazioni genetiche. In entrambe le sperimentazioni gli effetti collaterali più comuni sono stati a carico del midollo e del fegato, oltre ad alcune eruzioni cutanee. Ricapitolando, Glivec, Dasatinib e Nilotinib agiscono su un enzima che svolge un ruolo fondamentale per la vita della cellula cancerosa: la tirosin chinasi BCR-ABL, che aggiunge fosforo ad alcune proteine, e così facendo innesca processi indispensabili alla proliferazione del tumore. Il Glivec si aggancia alla tirosin chinasi, bloccandone l’attività, ma la cellula cancerosa riesce talvolta a modificare il punto in cui avviene questo legame, diventando così resistente e sfuggendo all’azione terapeutica. Il Nilotinib forma un legame molto più forte con l’enzima, e risente meno delle modifiche indotte dalle cellule cancerose.  Nel Dasatinib, invece, le cose vanno un po’ diversamente, anche perché il farmaco era stato in origine progettato per bloccare un’altra tirosin chinasi, la SRC. Testato sulla BRC-ABL, si è dimostrato molto attivo e i test preliminari hanno spinto l’azienda farmaceutica che lo produce a provarlo sui malati15.         
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        CAPITOLO 4 
SEGNALI: PI3K/AKT/m TOR 
 
 
        4.1 Caratteristiche generali della via 
           Il segnale PI3K/AKT/mTOR è attivato in modo anomalo in diversi tipi di cancro inclusi tumori maligni di tipo ematologico, per questo i mediatori di questa via sono diventati attraenti bersagli per la terapia anti-cancro, inclusa la leucemia16. 
       Più attenzione è stata focalizzata su mTOR, una chinasi intra-cellulare della serina-treonina di 210KD che agisce come regolatore centrale di crescita cellulare, sopravvivenza, proliferazione e motilità17. 
       mTOR funge come un sensore per garantire che la cellula abbia adeguati nutrienti e energia per sostenere la crescita cellulare, la proliferazione e il metabolismo.  
       mTOR viene attivato nella biogenesi ribosomiale, nella crescita cellulare, nell’aumentato tempo di transito durante il ciclo cellulare, sintesi delle proteine, angiogenesi, trasduzioni di proteine TOP, come condotto di nutrienti e aminoacidi. Questo percorso di nutrienti è critico per il metabolismo cellulare  e la produzione di ATP. 
Al contrario, l’attivazione di mTOR inibisce l’apoptosi. A monte la via di attivazione di mTOR include il segnale RAS, TCL1, BCR–ABL, e i recettori per fattori di crescita come IL-7R, IGF-1R, c-Kit, flt-318. Occupando questi ligandi, i recettori per i fattori di crescita diventano attivati e a loro volta attivano, e conducono alla regolazione di PI3K.                                                         PI3K si collega direttamente a molti fattori di crescita e a recettori per citochine. L’attivazione di PI3K produce PIP3 che assume AKT dalle cellule di membrana  per attivazione da PDK1 e TORC2. La produzione di PIP3 è 
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negativamente regolata da soppressori tumorali, PTEN. AKT attivato va su TSC2 fosforilato che inattiva il complesso TSC1:TSC2. Come risultato di questa inattivazione, RHEB diventa libero e disponibile per attivare mTOR-1. 
 
    Figura 15  AKT promuove anche la stabilità di c-myc e cycladin D1 dalla inattivazione di 
GSK3β, un regolatore negativo di queste due molecole a favore, quindi, della loro sopravvivenza e della proliferazione. Pure AKT attivato blocca la molecola pro-apoptosi attraverso la fosforilazione di FKHRL1 che lo inattivano.  Questo network di segnali integrati è critico per sostenere la crescita cellulare e la proliferazione19.    
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    4.2 Complessi formati da  mTOR                                                                                                                                                                mTOR può formare due complessi distinti denominati mTORC1 e mTORC220. mTORC1, composto da mTOR, GβL, Mlst8, PRAS4O e RAPTOR, è sensibile agli inibitori mTOR (MTI), proprio come la Rapamicina, RAD–001, e CCI-779, ed è attraverso la regolazione della crescita cellulare, la proliferazione, “autophagy” (le cellule, cioè, fagocitano le proprie parti nocive, non è altro che un catabolico processo di degradazione, processo attraverso il quale la cellula contribuisce a mantenere un equilibrio tra sintesi, degrado e successivo riutilizzo di prodotti cellulari) e la traduzione della risposta che  rendere disponibili  nutrienti ed energia. mTORC1 attivata, va a fosforilare p70S6K (S6K1). S6K1 (P-) fosforilata  induce la traduzione di TOP  e la biosintesi ribosomiale, proprio come blocca l’apoptosi con la fosforilazione delle molecole BAD pro-apoptosi.                                                                          La fosforilazione di S6K1 agisce anche come un meccanismo di feedback negativo per la via PI3K/AKT/mTOR della down–regulation IRS-121. mTORC2 è formato da mTOR, GβL, mSIN1, RICTOR, e PROTOR/PRR5. mTORC2 lavora assieme a PDK1 per fosforilare/attivare il complesso AKT. La Rapamicina non interferisce con mTOR se questo è già confinato verso RICTOR come parte del complesso mTORC2.  
 
4.3 MTI  
 Si è ipotizzato, dopo la scoperta di MTI, che l’aumento dell’attività di AKT è il risultato della continuità della fosforilazione AKT mediata da mTORC2 e potrebbe essere un potenziale meccanismo di resistenza MTI22. Comunque, in circostanze di esposizione cronica di MTI, gli MTI possono inibire mTORC2 fin da quando loro sono capaci di legare la nascente mTOR prima del loro assemblaggio nel complesso mTORC2. 
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       La funzione di mTORC2, la sua regolazione e la risposta alla Rapamicina  rimane poco chiara, e può variare dal tipo di cellula23. I meccanismi che guidano la deregulation di mTOR includono sovra espressione di fattori di crescita (come IGF), sovra espressione o mutazione di recettori per fattori di crescita (IGFR,HER/EGFR), perdita di geni soppressori tumorali (PTEN o il complesso TSC1:TSC2), e aumentate mutazioni in mTOR o nelle vie collegate a mTOR (come la formazione di proteine anomale BCR-ABL nelle cellule delle leucemia  Ph+, oppure la stimolazione di PI3K dalle vie intermedie anomale  ras/raf/MAPK)24. I più comuni meccanismi derivano dalla sovra espressione o dall’essenziale attivazione di PI3K o AKT e/o dalla perdita di soppressori tumorali, PTEN25. I segnali deregolati o l’interferenza attraverso le vie collegate a mTOR possono aumentare l’attività di  mTOR. L’attivazione di  mTOR sostiene le cellule tumorali attraverso la stimolazione della sintesi delle proteine necessarie alla crescita cellulare, alla proliferazione, alla sopravvivenza, all’angiogenesi, ai nutrienti e al metabolismo.  Gli MTI rappresentano una grande promessa nel trattamento di molti tipi di cancro, inclusa la leucemia linfoblastica acuta. Mentre le loro proprietà antineoplastiche si sono  rilevate subito dopo la loro scoperta, la MTI rapamicina (sirolimus) è stata usata  più largamente dopo, come un agente immunosoppressore ed è stata approvata dalla FDA per il suo uso negli adulti e nei bambini26. Si sono quindi accumulate prove e evidenze che gli MTI sono agenti efficaci nel trattamento del cancro27, con CCI-779 (temsirolimus: inibitore della serina/treonina mTOR) più recentemente approvato per l’utilizzo nel trattamento del carcinoma delle cellule renali28. La prova pre-clinica indica che gli MTI sono attivi in tumori maligni linfoidi29.         Si è detto prima che in vitro la diminuzione della proliferazione di MTI induce apoptosi e morte cellulare e risulta nella ipofosforilazione a valle dei targets di mTORC130.   
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       4.4 Topi Eµ-RET e NOD/SCID 
         In vivo, MTI mostrano l’attività di un singolo agente in due topi campioni con 
LLA, il modello di topo trasgenico Eµ-RET e il modello xenografo NOD/SCID31.  
I topi Eµ-RET, che essenzialmente esprimono tirosin-chinasi RET attivate solo in cellule β aventi la stessa origine, spontaneamente sviluppano linfoma linfoblastico/leucemia linfoblastica (LLA) che si manifestano come adenopatia fortemente palesata, splenomegalia e la necessità del trapianto del midollo osseo dopo 3-8 mesi32. I topi Eµ-RET forniscono un campione evoluto di target di cellule progenitori B maligne che consentono loro di intervenire nella terapia prima e dopo la progressione della LLA. Campioni come questi sono utili nella valutazione di nuove strategie terapeutiche e nello studio di meccanismi attraverso i quali le cellule leucemiche sviluppano resistenza a trattamenti di vari farmaci. Il trattamento con Rapamicina di topi trasgenici Eµ-RET con LLA avanzata diminuisce significativamente il carico tumorale e prolunga la sopravvivenza. Il trattamento con analoghi della Rapamicina RAD-001 (everolimus) e CCI-779 (temsirolimus) dà risultati simili. Topi  NOD/SCID trapiantati con cellule primarie ottenute da pazienti con LLA rispondono in modo simile al trattamento MTI. In aggiunta si forniscono in vivo campioni per nuovi test, gli agenti molecolari-targets contro cellule primarie LLA, campioni NOD/SCID trapiantati per permettere una significativa espansione di cellule umane LLA per generare una quantità sufficiente di cellule da campioni per esperimenti clinici per studi meccanicistici. I laboratori hanno provato a stabilire, determinare, NOD/SCID trapiantati da linfoblasti salvaguardati da 30 pazienti con precursori di cellule B con LLA, e hanno ottenuto successo il 70% di campioni, cifre che sono  migliori rispetto ai lavori più pubblicati (D.Teachey)33. Più del 90% di questi campioni hanno avuto il trapianto del midollo osseo e milza con CD45 e CD19. In aggiunta, per dimostrare l’attività delle cellule leucemiche, i blasti furono raccolti da topi trapiantati e iniettati in ospiti secondari e 
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terziari. Fu un successo con tutti (N= 16) i campioni provati. In più, ci fu una significativa espansione di LLA. Topi trapiantati svilupparono tra i 55 e 720x1000000 linfoblasti nel midollo osseo e nella milza, rappresentando una soglia da 5- a 72- in aumento nella LLA nei topi. Mentre il trattamento con MTI riduce il carico tumorale e quindi prolunga la sopravvivenza, i topi eventualmente recidivi muoiono per la loro malattia. Per di più, le cellule LLA sono protette dagli effetti indotti da MTI da parte delle citochine IL-7 e TSLP in vitro, questo suggerisce che queste citochine derivate dalle cellule stromali  contribuiscono alla resistenza di MTI. L’aggiunta di IL-7 o TSLP libera cellule LLA dagli effetti inibitori indotti da MTI. Questo capovolgimento è visto anche quando l’aggiunta di IL-7 o TSLP è ritardata dalle 24 alle 32 ore. Inoltre, gli  anticorpi antagonisti per IL-7, TSLP, e loro legame alla catena IL-7Rα (mAB A7R34) inibiscono IL-7 e la proliferazione di cellule indotte da TSLP e inoltre bloccano la capacità di queste citochine di invertire l’inibizione di  mTOR. Per valutare direttamente le alterazioni,  mutazioni, cambiamenti o variazioni, nelle proteine candidate come targets di segnale a valle di mTOR e IL-7, si è effettuato un “immunoblotting” della Rapamicina e delle cellule lisate IL-7/TSLP–trattate per scoprire modificazioni post-traduzione di S6K1, S6, 4E-BP1, e STAT5 e si è trovato che  P-S6K1 è profondamente diminuito nelle cellule MTI-trattate.        Modelli simili sono stati visti per P-S6 e per tutte le proteine S6. In contrasto, sia IL-7 che TSLP inducono fosforilazione di S6 e 4E-BP1 proprio come STAT5 nelle cellule pre-B con LLA, di nuovo rovesciando gli effetti inibitori della Rapamicina. Per esaminare il ruolo dell’attivazione di PI3K e AKT nella resistenza di MTI, si è inibito PI3K con un inibitore di PI3K, LY294002, e si sono valutati gli effetti sulla proliferazione cellulare e sulla apoptosi. A basse concentrazioni micromolari, LY294002 inibisce la proliferazione e induce apoptosi/morte cellulare delle cellule  della LLA umane e murine. Inoltre, LY294002 potenzia gli effetti inibitori della Rapamicina, come determinato dal metodo di Chou e Tolay (V. Brown)34. In 
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aggiunta, l’inibizione di PI3K  va ad indebolire in modo specifico la liberazione mediata da IL-7 di cellule ALL da  MTI. Queste differenze nella proliferazione e nella morte cellulare si manifestano anche nei cambiamenti nella fosforilazione di S6 e BAD: mentre il trattamento con Ripamicina o solo LY294002 risulta nella ipofosforilazione di S6 e BAD che è ricostituita dall’aggiunta di IL-7, il simultaneo trattamento con tutti e tre gli agenti risulta nella diminuzione della fosforilazione di S6 e BAD, bloccando l’effetto della capacità di IL-7 di liberare cellule LLA dagli effetti inibitori della Rapamicina. In contrasto, alla fosforilazione di AKT al residuo Ser 473 segue un diverso modello. Il trattamento con Ripamicina o solo LY294002 risulta in un cambiamento minimo nella fosforilazione di AKT, mentre P-AKT è quasi non identificabile con un simultaneo trattamento di entrambi gli inibitori. Mentre una aggiunta di LY294002 oppure una combinazione di  LY294002 e Rapamicina risulta nella ipofosforilazione di cellule LLA trattate con IL-7, l’aggiunta di LY294002 e Rapamicina è tuttavia insufficiente per bloccare completamente l’attivazione AKT IL-7-indotto. Questi dati appoggiano l’ipotesi che segnali IL-7-mediati diminuiscono PI3K/AKT, e ne segue l’inibizione di mTOR. Il doppio inibitore PI-103 è conosciuto perché inibisce PI3K, mTORC1 e mTORC235. Il singolo agente PI-103 inibisce profondamente la proliferazione di cellule linea LLA murine e umane. Il trattamento di cellule murine LLA con meno di 
1 µM PI-103 risulta in una crescita elevata di inibizione. A confronto, linee umane LLA richiedono concentrazioni più alte (2,5–5 µM) per ottenere lo stesso livello di inibizione. Il simultaneo trattamento con PI-103 e Ripamicina risulta in una quasi completa inibizione. Mentre l’aggiunta di PI-103 alle cellule IL-7-trattate solo parzialmente superano gli effetti proliferativi di IL-7,la combinazione di PI-103 e Rapamicina induce profonda inibizione in presenza di IL-7, ma in una minore estensione rispetto a quando IL-7 è assente. PI-103 e Rapamicina in combinazione inducono anche una maggiore morte cellulare, neutralizzando gli effetti pro-sopravvivenza di IL-7. Queste scoperte sono correlate 
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ai cambiamenti nella fosforilazione di S6 dopo un trattamento di 24 ore con combinazioni di Rapamicina, LY294002, IL-7 e PI-103.      Il trattamento con solo PI-103 o in combinazione con Rapamicina o LY294002 risulta nella ipofosforilazione di S6. Invece, il trattamento con IL-7 rafforza, o prolunga, la fosforilazione di S6 in presenza  di PI-103.        La fosforilazione di S6 indotta da IL-7 è abrogata quando le cellule sono co-trattate con Rapamicina o LY294002 in combinazione con PI-103. Il più alto grado di ipofosforilazione di AKT è indotto da una combinazione di PI-103 e Rapamicina.  In presenza di IL-7, PI-103 solo oppure in combinazione con l’uno o l’altro Rapamicina o LY294002 non diminuisce  P-AKT se paragonate alle cellule trattate in assenza di IL-7.         Questi dati indicano che la stimolazione di IL-7 delle cellule LLA attiva la via di PI3 K/AKT/mTOR e che può continuare a sostenere la sopravvivenza delle cellule e la proliferazione, sebbene per un minore grado, persino quando questa via è inibita da intermedi multipli, suggerendo che un meccanismo per la sopravvivenza coinvolge una via alternativa. Questi dati suggeriscono anche che targando multipli nodi assieme, questa sopravvivenza integrata a networks di segnali è superiore al blocco di una sola via intermedia.             
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        CAPITOLO 5 
ATTIVAZIONE DELLA VIA JAK/STAT E RUOLO DEL MICRO-AMBIENTE DEL 
MIDOLLO OSSEO   
 
 
 5.1 Via JAK/STAT: Caratteristiche. 
     
 
  Figura 16 
                                      La stimolazione con citochine delle cellule linfoidi conduce all’attivazione della via JAK/STAT36. Per esempio, legando la citochina IL-7 si induce eterodimerizzazione di IL-7Rα e la catena yc per formare le IL-7 alle cellule di membrana che innesca l’attivazione del recettore associato alla tirosin-chinasi JAK1 e JAK337. 
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 JAK3 attivato fosforila la catena IL-7Rα al residuo Tyr449, creando posti di attacco sia per STAT5 che per PI3K38.  STAT5 e PI3K hanno diversi legami attivi per questo luogo di attacco, in tal modo producono un potenziale meccanismo per regolare l’estensione e la distribuzione di queste due vie e ciò influenza la regolazione a valle di questi segnali di sopravvivenza39. TSLP trasmette il suo segnale attraverso il complesso del recettore TSLP (TSLPR) composto da IL-7Rα e le catene di TSLP40. Il segnale mediato da TSLP risulta anche nell’attivazione di STAT5, ma fa questo attraverso una via alternativa. Una volta che STAT5 è attivato, esso omodimerizza e individua e poi si colloca al nucleo dove esso modula l’espressione di una moltitudine di geni per la sopravvivenza e la proliferazione cellulare, inclusi BCL-XL, c-myc, Cyclin D1, e PIM-141.         5.2 Il ruolo del micro-ambiente del midollo osseo nella stimolazione della 
sopravvivenza delle cellule della LLA e resistenza alla terapia. 
       Le nicchie del midollo osseo sono critiche per la normale linfopoiesi e nel sostenere la sopravvivenza delle cellule LLA42. Lo sviluppo delle normali cellule B richiede un complesso micro-ambiente che è rappresentato  da una matrice extra-cellulare, lo stroma che consiste in una popolazione eterogenea di cellule accessorie come i fibroblasti reticolari, osteoblasti, e cellule endoteliali e altri fattori diffusi, incluse citochine, altri fattori di crescita e chemochine. Questi componenti formano specifiche nicchie nel midollo osseo che sono critiche per la linfopoiesi delle cellule B. Il micro-ambiente del midollo osseo contribuisce anche alla progressione e mantenimento di tumori maligni ematologici, promuovendo la sopravvivenza cellulare, attutendo gli effetti della chemioterapia, e offrendo un rifugio per una minima malattia residua. Mentre le cellule primarie LLA tipicamente subiscono spontanea apoptosi quando sono nel terreno di coltura isolato, co-coltivate con 
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cellule stromali del midollo osseo (le BMSC) aumenta la sopravvivenza e preferenzialmente la proliferazione di cellule leucemiche, con la più grande autosufficienza quando i danni della leucemia sono in diretto contatto con le BMSC43. La co-coltura di cellule leucemiche con le BMSC smussa gli effetti citotossici degli agenti chemioterapici in vitro. Mentre i meccanismi con i quali lo stroma del midollo osseo modula la risposta delle cellule LLA alla chemioterapia non è pienamente appreso, c’è una evidenza che le interazione delle cellule leucemiche con fattori estrinsechi (quindi esterni) allo stroma forniscono segnali che stimolano, perciò favorendo, la sopravvivenza cellulare e infine la resistenza ai farmaci44. CXCL12 (anche conosciuta come SDF-1α) è una chemochina che è normalmente espressa sulle BMSC e causa ritenzione nel midollo osseo di cellule  staminali emopoietiche (HSC), cellule B progenitori e cellule B mature proprio come cellule LLA. Il legame di CXCL12 a CXCR4 sulle HSC, sviluppando cellule B e cellule LLA, risulta nell’adesione alle BMSC e la conseguente sopravvivenza di queste cellule45. Gli antagonisti di CXCR4 che interferiscono con questa adesione cellula-cellula possono mobilitare cellule LLA verso il sangue periferico, vanno ad inibire l’inserimento delle cellule LLA, e superano la chemoresistenza46. Bertrand e colleghi hanno scoperto che la sopravvivenza di cellule pre-B in presenza delle BMSC è mediata dall’interferenza tra le vie di PI3K, mTOR e MEK47. Il legame a VLA-4 (un membro della famiglia β1 che viene usato dalle normali cellule B progenitori per aderire alle BMSC) è espresso su cellule pre-B LLA, può portare all’attivazione di PI3K/AKT che risulta nella sopravvivenza di cellule e in una evidente resistenza ai farmaci48.  IL-7 e TSLP sono importanti regolatori del normale sviluppo linfoide, e perciò potrebbe influenzare la crescita di cellule LLA49. IL-7 e TSLP sono strettamente collegati, però sono separati e distinti nella loro funzione biologica.  IL-7 è necessario per il normale sviluppo di cellule B e T murine. IL-7 promuove la proliferazione di cellule pro-B, la progressione di cellule pro-B a cellule pre-B e la formazione di un recettore funzionale per le cellule pre-B50. Sebbene IL-7 è assolutamente necessario solo per lo sviluppo di cellule T negli umani, esso gioca 
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un ruolo importante anche nello sviluppo delle cellule umane B, fornendo un segnale di sopravvivenza per i precursori linfoidi B. TSLP mantiene anche la proliferazione precoce di cellule B e lo sviluppo ma in modo differente incide sulle cellule B progenitori di origine fetale e adulto, attivando precocemente lo sviluppo di cellule B derivate da quelle fetali51. IL-7 stimolano anche la crescita di pre-B LLA umane. Testimonianze suggeriscono che l’addizione di  IL-7 alle co-colture delle BMSC e cellule LLA di origine T o B risulta in un aumento della sopravvivenza delle cellule LLA con un aumento della fosforilazione di AKT, ERK1/2, e p3852. L’aggiunta di  αIL-7 o anticorpi αIL-7Rα porta ad un calo significativo nella sopravvivenza indotta dalle BMSC, ma questo blocco solo parzialmente inibisce la sopravvivenza, suggerendo che ci sono altri fattori che contribuiscono. Si è anche riportato che IL-7 o TSLP possono stimolare la proliferazione e la sopravvivenza di cellule pre-B LLA e gli stessi linfoblasti umani primari, ma non tutti, campioni testati nelle co-colture di cellule stromali del midollo osseo. Questi dati suggeriscono che il blocco dell’azione di IL-7, TSLP, o catene di IL-7Rα potrebbero rappresentare una strategia efficace nella LLA53.    
5.3 L’integrazione di targets con trattamenti convenzionali. 
        Prima di proporre qualche nuovo agente negli esperimenti clinici in pazienti con LLA, è necessario studiare questo nuovo agente  in combinazione con gli agenti già esistenti, usati per la cura dei pazienti.                                                                                                         Questo è importante per due ragioni:  - perché  gli inibitori della trasduzione del segnale (nonostante l’esperienza con Imatinib in CML) sono risultati insoddisfacenti da usare unicamente come agenti singoli;  - per assicurare nuovi agenti che non antagonizzassero gli effetti delle già esistenti terapie citotossiche.  
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Proprio per questo si è iniziato a valutare gli MTI in combinazione con i chemioterapici correntemente in uso per il trattamento della LLA.                                                                                                                                   Abbiamo riportato che CCI-779 e il Metotrexate sono sinergici in combinazioni in vivo, usando modelli NOD/SCID trapiantati54. Gli MTI possono aumentare il turnover delle “cyclin” D1, una proteina coinvolta nella sintesi della diidrofolico reduttasi (DHFR). Una più alta espressione della DHFR si è dimostrato che è correlata alla resistenza del Metotrexato. Di conseguenza, si è anche mostrato che gli MTI aumentano la sensibilità della LLA verso il Metotrexato attraverso il turnover della “cyclin” D1.  Il glucocorticoide Desametasone è comunemente usato nel trattamento della LLA. Generalmente, il trattamento delle cellule LLA con Desametasone induce apoptosi. IL-7 ha mostrato di proteggere cellule B e T dal lignaggio cellulare, in particolare cellule pro-B, dall’apoptosi indotta da steroidi. Il meccanismo di azione del Desametasone potrebbe anche coinvolgere la modulazione della traduzione di TOP. Dati recenti indicano che l’occupazione dei recettori glucocorticoidi dal Desametasone provoca la down- regulation di S6K1, inattivando la capacità di S6K1 di regolare la traduzione di TOP. Questi dati suggeriscono che il Desametasone può essere usato per modulare la biogenesi ribosomiale. Affinché sia il Desametasone che Rapamicina possano interferire con la biogenesi ribosomiale, si è studiato l’effetto di questi agenti in combinazione sulla proliferazione delle cellule LLA. Mentre il Desametasone solo può inibire le cellule LLA, le co-colture di cellule LLA trattate con Rapamicina e Desametasone portano una aumentata crescita di inibizione, un effetto che è parzialmente invertito da IL-755.        
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      CAPITOLO 6 
       TERAPIE INNOVATIVE PER LPD E PER LLA CON MOLECOLE A BERSAGLIO 
 
        6.1 ALPS 
 
       La Sindrome Linfoproliferativa Autoimmune (ALPS), è un disordine dell’omeostasi dei linfociti disgregati causata da apoptosi difettosa fas-mediata. In una importante parte del processo di proliferazione delle cellule del sistema immunitario, i linfociti T attivati provocano upregulation dell’espressione fas, e i linfociti T e B attivati provocano upregulation dell’espressione dei ligandi fas. Fas e ligandi fas interagiscono, innescando il sistema di apoptosi estrinseca e attivando a cascata “caspase”, portando all’apoptosi cellulare. I pazienti con ALPS presentano un difetto in questa via dell’ apoptosi, conducendo a linfoproliferazione cronica, manifestazioni autoimmuni, e sviluppo secondario di tumori maligni. ALPS è un disordine raro caratterizzato la prima volta nel 1990 in un gruppo di pazienti con linfoproliferazione cronica e un aumentato numero di una popolazione di cellule T chiamata T doppiamente negativa (DNT; fenotipo cellulare: CD4-/CD8-/CD3+/TCRαβ+).  Le DNT tipicamente rappresentano un piccolo sottoinsieme di cellule T (<1%) nel sangue periferico in individui non affetti56. Questi pazienti hanno caratteristiche cliniche che somigliano a due modelli di topi autoimmuni, lpr e gld. I topi lpr e gld hanno mostrato più tardi di avere apoptosi difettosa fas-mediata con mutazioni omozigote rispettivamente nel gene Fas e nel gene del ligando Fas. Pazienti con linfoproliferazione e autoimmuni erano stati suggeriti e dopo confermati per avere difetti genetici simili ai topi lpr e gld e erano stati classificati come aventi ALPS.  Attualmente, un paziente con diagnosi ALPS in genere deve incontrare 3 criteri di diagnosi: 1) linfoproliferazione cronica clinicamente identificabile; 2) elevati DNT; 
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3) in vitro una evidenza di difettosa apoptosi fas-mediata. Confermando le suddette prove per la diagnosi, si includono anche:       1)mutazioni genetiche nella via fas (Fas, ligandi Fas, Caspase8 o Caspase10),       2)autoimmunità sistemica,       3)elevati livelli nel siero di interleuchine 10 (IL-10)       4)elevato siero con vitamina B12,       5)ipergammaglobulinemia. Comunque dalla definizione corrente, manifestazioni cliniche di tutti i pazienti sono linfoproliferazione cronica non  maligna, con epatomegalia, splenomegalia, e/o linfoadenopatia dai 2 più piccoli  gruppi nodali ai più grandi dopo la durata di 6 mesi57. Negli studi di questi disordini, la componente linfoproliferativa di ALPS ha attirato l’attenzione degli studiosi. Molti pazienti (> 70%) con ALPS sviluppano la malattia autoimmune più frequentemente con una autoimmune distruzione di cellule del sangue. Molti pazienti hanno una distruzione di molteplici tipi di cellule. In diversi pazienti, l’autoimmunità cresce o diminuisce e potrebbe scoppiare con un insulto sistemico. Altri pazienti hanno una malattia cronica, violenta, intensa e debilitante. Altre manifestazioni autoimmuni possono crearsi meno frequentemente includendo nefriti (reni autoimmuni), epatiti, artriti, malattie agli occhi e alla pelle. Infine, i pazienti con ALPS presentano un aumentato rischio di sviluppare secondariamente tumori maligni.  Il rischio esatto non è conosciuto ma si ipotizza sia intorno il 10-20 %. Più comunemente i pazienti sviluppano linfomi (non-Hodgkins e Hodgkins), leucemie e un gruppo di tumori solidi  (tumore della tiroide, al seno e carcinoma al fegato). Un maggiore rischio di cancro è stato descritto in membri non affetti di una famiglia di pazienti con ALPS.  Alcuni pazienti con ALPS non richiedono alcun trattamento. 
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Molti pazienti, invece, esigono medicazioni dirette e immediate nei confronti di manifestazioni autoimmuni, in particolare la citopenia autoimmune.           6.2 Terapia per ALPS 
 I pazienti generalmente rispondono alla cura a breve termine con farmaci immunosopressori, tra cui corticosteroidi. Saltuariamente, i pazienti con grave citopenia hanno bisogno di un trattamento immunosopressivo più aggressivo e prolungato. Ci sono delle raccolte ricche di descrizioni riguardo le risposte e le reazioni a gruppi di farmaci, cioè le ciclosporine, “mycofenolate mofetil”, metotrexate, e rituximab58. Tuttavia questi agenti spesso sono inefficaci, e hanno significativi effetti collaterali e non sono specifici per ALPS.  Attualmente un gruppo di più terapie targate sono sottoposte a test pre-clinici e esperimenti clinici. La Primetamina e la Sulfadoxina hanno mostrato una importante riduzione della linfoproliferazione e citopenia autoimmune in un piccolo gruppo di pazienti con ALPS; comunque, questa combinazione non riesce a mostrare alcuna risposta in una diversa più ampia prova clinica59. Guardando la trasduzione del  segnale nella proliferazione dei linfociti in ALPS, si ipotizza che targando la via di mTOR si ha un controllo delle LPD, perché gli inibitori di mTOR inducono apoptosi nei linfociti anormali e potrebbe avere attività nelle malattie con deregolazioni in Tregs, inclusa ALPS. La Rapamicina appare estremamente efficace nei modelli di topo con ALPS ed è più efficace delle terapie convenzionali, come la “mycophenolate mofetil”. Usando due modelli di topi con ALPS, CBA- lpr e MRL- lpr, la Rapamicina riduce gli LPD, inclusa una diminuzione di gruppi delle  DNT, linfoadenopatie e splenomegalie. Altri 6 pazienti sono stati trattati con Rapamicina e tutti hanno raggiunto eccellenti risultati, cioè:        ° una rapida risposta ematologica completa,              ° un calo della linfoproliferazione, 
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             ° significante riduzione delle DNT. Tre di questi pazienti hanno fallito numerose terapie, tra cui quella con “mycophenolate mofetil”. Altri gruppi hanno mostrato che l’arsenico e inibitori di HDAC potrebbero essere efficaci.  Si è ipotizzata l’importanza dell’inibizione del segnale notch, perché questo segnale notch gioca un ruolo chiave nella funzione delle cellule T, inclusa la transizione DNT  nello sviluppo di cellule T e nell’attivazione delle cellule T. Così inibendo questa via, la produzione delle DNT anormali e l’attivazione di cellule anormali T sarebbe diminuita. Il segnale Notch è mediato da una via di 4 recettori notch transmembrana (notch 1-4). Dopo il legame del ligando, si trovano due scissioni dei recettori notch, prima da una “metalloprotease” e in seguito da “gamma-secretase”, liberando il dominio intracellulare (ICN) che si sposta dai nuclei e si lega al fattore di trascrizione CSL (RSP-Jk), attivando la trascrizione di un gruppo di proteine chiavi intracellulari .  Gli inibitori “gamma-secretase” (GSI) sono una classe di agenti di sviluppo clinico in un gruppo di malattie iclusa l’Alzheimer e leucemia a cellule T. Gli inibitori GSI bloccano la seconda scissione dei recettori notch, ostacolando il rilascio di ICN e l’attivazione della trascrizione. Si è testato uno di questi inibitori, DAPT, in 2 topi campioni e si è trovato che DAPT riduce: 1) linfoadenopatie, 2) splenomegalie, 3) auto-anticorpi, 4) glomerulonefriti60. Usando gli inibitori GSI in altre malattie ad alte dosi, i topi sviluppano ipoplasia del timo e iperplasia delle cellule intestinali entro 7 giorni. Per ridurre la tossicità, si usa GSI ad una più bassa potenza e si trattano i topi per 5 giorni a settimana.  Usando questo approccio, si è trovato che l’inibizione della via notch è sia efficace che sicura. Altri studi hanno trovato che targando la via del notch con gli 
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inibitori GSI si ha miglioramento anche di altre malattie autoimmuni tra cui encefalomieliti autoimmuni e uveoretiniti61.           6.3 Terapie innovative con molecole a bersaglio per LLA  Mentre le strategie cellulari basate sull’immunità per il trattamento della leucemia spesso non sono incluse nelle discussioni di terapie con targets per LLA, questi nuovi approcci valutano la capacità del sistema immunitario di scoprire la presenza di anormalità riferite alla leucemia per targare in modo specifico le cellule mutate.  La forza di questo approccio cioè dello studio delle cellule a bersaglio sta nel suo uso di meccanismi biologici innati che identificano e attaccano tipi cellulari anormali. La scoperta di tecniche per aumentare la sensibilità di innata o adattabile immune sorveglianza per la leucemia offre la più grande sfida per lo sviluppo di applicazioni cliniche di successo. Comunque, il concetto che un appropriato sistema immunitario attivato può contribuire al controllo della leucemia acuta è supportato dall’osservazione che l’effetto del trapianto per la leucemia può essere necessario dopo il trapianto di cellule staminali durante il quale le cellule immuni derivate dal donatore possono eliminare le cellule residue con LLA nel ricevente62. In teoria, le cellule che determinano l’immunità possono essere attirate da numerose anormalità presenti nelle cellule leucemiche, incluse proteine sovra-espresse, proteine mutate (come quelle prodotte da traslocazioni cromosomiche) e le risposte di sforzo delle proteine63. In un tentativo di sviluppare un approccio capace di suscitare delle forti risposte anti-leucemia nello scenario immunitario compromesso dei pazienti affetti da leucemia, gli studi si sono focalizzati sui ligandi dei recettori toll-like (TLR), in particolare oligonucleotidi di sintesi del DNA che contengono CpG ODN. I ligandi dei recettori TLR legano la componente strutturale e genetica di organismi patogeni, inclusi batteri e virus, e mediano un’attivazione del segnale  per il sistema 
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immunitario dell’ospite64. Gli CpG ODN di sintesi imitano l’attività del DNA batterico e funge come un segnale di “pericolo” per il sistema immunitario, scatenando risposte rapide da cellule innate immunitarie, incluse cellule dendritiche “plasmacytoid” e cellule natural killer, che portano al rilascio di IFN-α, IFN-γ e IL-1265.  Il risultato di questi primi studi è che CpG ODN aumentano lo sviluppo di risposte immunitarie Th1. Così l’uso di CpG ODN potrebbe fornire un approccio non specifico per aumentare nei pazienti l’attività immunitaria naturale anti-leucemia e promuovere la generazione di efficaci risposte Th1 senza il bisogno di una prima identificazione di antigeni specifici. Usando modelli trapiantati NOD/SCID, si è iniziato a studiare la capacità di CpG ODN di suscitare naturali risposte immunitarie anti-leucemia efficaci66. Dato questo sistema immunitario naturale non funzionale e la mancanza di un sistema immunitario “adaptive”, il campione NOD/SCID rappresenta un rigido test di efficacia di CpG ODN. Malgrado queste deficienze immunitarie, la somministrazione di CpG ODN in topi conduce ad un significativo carico leucemico che causa una riduzione drammatica  nella distruzione della popolazione nel sangue, milza e fegato67. In contrasto c’è una mancanza di attività nel midollo osseo dato che le terapie immunitarie sono in genere inefficienti quando il rapporto con le cellule che danno immunità per i loro targets è basso, come in questo caso nel quale la densità di distruzione leucemica nel midollo distrugge il gruppo relativamente piccolo di cellule effettrici. Inoltre quando CpG ODN è somministrato precocemente nella malattia la sopravvivenza è significativamente migliorata. L’attività anti-leucemica CpG ODN-mediata è parzialmente dipendente dalla presenza di cellule NK e correlata con la produzione di IFN-α e IFN-γ da parte del sistema immunitario dell’ospite. CpG possono, inoltre, stimolare direttamente a monte il sistema immunitario naturale per avere una risposta immunitaria anti-leucemia, dunque la capacità di aumentare la generazione di risposte Th1 per LLA risulta clinicamente benefica68. 
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Per valutare l’influenza di CpG ODN nelle risposte immunitarie “adaptive”, si è accertata la capacità di CpG ODN di modificare l’immunogenicità di “blast” LLA. Molti, ma non tutte, cellule LLA e campioni primari testati sono stati capaci di rispondere direttamente in vitro a CpG ODN; questa risposta è correlata con la loro espressione di TLR9, il recettore per CpG ODN. Le cellule LLA che hanno reagito producono citochine, le più note sono le IL-6 e IL-8, e CD40 upregolate. In colture in presenza di cellule T, cellule LLA trattate con CpG ODN stimolano la produzione di IFN-γ e diminuiscono la produzione di IL-5 da parte di cellule T, che indica un 
cambiamento riguardo la risposta Th1. 
La capacità di alterare la immunogenicità LLA non è unica per CpG ODN indicando 
che altri membri della famiglia TLR potrebbe anche provvedere alla generazione 
dell’attività anti-leucemica. 
Se CpG ODN genera un’efficace attività immunitaria come coadiuvante per la 
chemioterapia, la capacità di stimolare sia le risposte naturali subito sia le risposte 
“adaptive” dopo, questo potrebbe rappresentare un’efficace metodo di controllo a lungo 
termine della malattia. Le cellule T specifiche per la leucemia hanno mostrato di recente 
di presentarsi in numero elevato in pazienti che sono in prima remissione, paragonate ad 
una popolazione di controllo sia nella LMA che nella LLA69, e alla fine nel caso della 
LMA che la presenza di queste cellule T è correlata alla remissione prolungata70. 
Analizzando tutti questi risultati si ipotizza che l’applicazione di CpG ODN per 
completare la chemioterapia potrebbe essere di particolare valore in pazienti con residuo 
minimo di malattia, come pure un approccio immunitario potrebbe essere più efficace 
contro questa popolazione di cellule resistenti alla chemioterapia. Inoltre, stimolando una 
risposta Th1  “adaptive” contro antigeni della leucemia, si potrebbe prevedere, per questo 
gruppo refrattario, un miglioramento significativo durante la remissione. 
Riassumendo, per i pazienti con LLA e LPD ci sono nuove speranze dalle attuali 
terapie. Per esempio, il miglioramento nel trattamento della LLA nei bambini ha portato 
ad una percentuale di sopravvivenza superiore all’80% complessiva. Comunque, il 20-
30% di bambini con LLA svilupperanno malattia ricorrenti e periodiche, con un gruppo 
di bambini che saranno colpiti da ricaduta, recidiva acuta della leucemia. Malgrado le 
strategie di stratificazione di rischio e la moderna più intensa chemioterapia e il trapianto 
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di cellule staminali, la prognosi per questi bambini e per i pazienti adulti resta 
sfavorevole. Attualmente, bambini che ricadono nella malattia hanno un 5-20% di 
probabilità di sopravvivenza a lungo termine. Seppur intensificata, la terapia tradizionale 
può risultare inefficace, proprio per questo motivo l’identificazione e le successiva 
incorporazione di basi molecolari biologicamente nuove e di agenti cellulari targati  nelle 
attuali strategie di trattamento risultano cruciali. Comunque, la resistenza sia innata sia 
acquisita verso questi agenti targati deve essere accuratamente studiata con le notizie 
apprese dall’uso dell’Imatinib nel trattamento di LMC e LLA Ph+. In più, è necessario 
che questi agenti targati siano testati in combinazione con altri targets terapeutici e con la 
chemioterapia convenzionale. Nonostante la prospettiva della resistenza, molte terapie 
con molecole targate, incluse piccole molecole inibitrici e anticorpi antagonisti che 
interferiscono con i networks di segnali necessari per la sopravvivenza e la proliferazione 
di cellule o con l’interazione di questi linfociti anormali con il loro ambiente proprio 
come l’uso di CpG ODN per stimolare risposte immunitarie naturali e acquisite, mostra 
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        CAPITOLO 7 
LA LEUCEMIA INFANTILE: UNA MALATTIA GENETICA! 
 
 
7.1 La leucemia infantile: una malattia genetica! 
 Il cancro colpisce 1 bambino su 500 di età inferiore a 14 anni ed è la principale causa di morte per malattia in questa popolazione. L’eziologia di questo gruppo eterogeneo di malattia è ancora poco chiaro. A causa della loro maggiore diffusione, gli sforzi di ricerca in genetica pediatrica si sono concentrati sulle leucemie, in particolare per la leucemia linfoblastica acuta (LLA). Anche se l’importanza della variabilità interindividuali nella predisposizione al cancro è stata accertata, ci sono pochi studi che analizzano l’impatto dei polimorfismi sulla suscettibilità alla leucemia infantile. Le principali vie biologiche che contribuiscono alla predisposizione al cancro possono essere raggruppate come segue:  1) la crescita e la differenziazione cellulare  2) la replicazione e la riparazione del DNA  3) metabolismo degli xenobiotici  4) l’apoptosi 5) risposta a stress ossidativi 6) ciclo cellulare. Associazioni di studi mirati di geni candidati coinvolti in questi processi biologici sono stati intrapresi per analizzare i determinati fattori genetici della leucogenesi nei bambini. Si è dimostrato che questa leucogenesi è associata a varianti genetiche e che la combinazione di genotipi ha un maggiore valore sul rischio rispetto ai genotipi presi indipendentemente l’uno dall’altro. La complessità delle interazioni fra l’ambiente e la variabilità interindividuali di sensibilità di fronte 
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al cancro, suggeriscono degli studi genetici di diversi enzimi (e loro percorsi) per una migliore comprensione della patofisiologia della leucemia nei bambini.       La leucemia linfoblastica acuta è la malattia maligna più frequente in età inferiore ai 14 anni; essa rappresenta circa il 25% dell’insieme dei tumori pediatrici. Questa malattia è provocata dalla proliferazione incontrollata dei linfoblasti (cellule progenitrici dei linfociti T e B) i quali invadono il tessuto spugnoso osseo, il sangue e altri organi.  La LLA di tipo pre-B è quella che colpisce più frequentemente il bambino (80% dei pazienti) rispetto al tipo pre-T (15%).  La LLA è una malattia complessa risultante dall’effetto di più geni a “penetrazione debole” la cui azione è moderata da fattori esterni che modificano il rischio di sviluppare la malattia. La maggior parte degli studi di epidemiologia genetica riguardano le leucemie infantili72. Malgrado i numerosi sforzi, la patogenesi della LLA resta poco compresa come le basi genetiche che spieghino la vulnerabilità di coloro che ne sono vittime. Abbiamo dimostrato che alcune varianti di geni che concorrono al metabolismo dei geni cancerogeni conferiscono al bambino una maggiore predisposizione alla LLA73. Questa scoperta ha rinforzato il modello che sottolinea l’importanza dei fattori di predisposizione genetica nella genesi delle leucemie74. Tuttavia, la considerazione di un solo enzima (o via metabolica) e/o di un solo genotipo non saprebbe spiegare l’eziologia della leucemia infantile, un tale approccio tornerebbe a ritenere trascurabile la complessità delle interazioni tra l’ambiente e la genetica individuale. Al contrario, è necessario integrare diverse vie biologiche, come la regolazione del ciclo cellulare, la replicazione e la riparazione del DNA, così come la biotrasformazione degli xenobioti (Figura17).  Di seguito, mi soffermerò in particolare sulle varianti genetiche degli enzimi (isoforme) del metabolismo degli xenobioti e sulla risposta allo stress ossidativo.     
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Figura 17.Illustrazione schematica del processo di carcinogenesi e 
relazioni fra i differenti percorsi. 
 Le carcinogenesi chimiche richiedono uno stadio di attivazione metabolica al fine di poter interagire con il materiale genetico e produrre mutazioni che possano 
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condurre al processo di cancerizzazione. Questa attivazione è effettuata dagli enzimi della fase I che catalizzano le reazioni di idrolisi, di riduzione e di ossidazione (Figura 17). Gli enzimi della fase II permettono la detossificazione di sostanze prodotte durante la fase I nel catalizzare le reazioni di glucoconiugazione, in prodotti solubili non reattivi che vengono eliminati dall’organismo sotto forma di urina o di bile. Alcuni enzimi si presentano sotto diverse forme che sono associate a fenotipi biochimici ben definiti marcati dall’assenza, dall’aumento o diminuzione dell’attività enzimatica. Tali isoforme risultano dai polimorfismi presenti nei geni corrispondenti o che vi sono associati.         Le N-acetiltransferasi 1 e 2 (NAT1 e NAT2) sono enzimi di unione che metabolizzano le arilamine e le amine eterocicliche75. Varianti genetiche nei geni NAT1 e NAT2 sono correlate a fenotipi biochimici che vanno da acetilatore lento a rapido76. Numerosi studi mostrano legami tra queste varianti e il rischio di cancro del collo e alla testa, del polmone, del seno, della vescica e del colon77. Negli studi intrapresi riguardo la LLA nel bambino, si è osservato che la distribuzione di alcuni alleli di NAT2 era diversa tra i pazienti LLA e il gruppo di controllo: l’allele NAT2*4 era sottorappresentato, mentre NAT2*5 A, *5C e *7B erano sovra rappresentati nei pazienti (Figura 17). Di conseguenza, i bambini portatori dei genotipi NAT2, con un fenotipo acetilante lento, mostravano un rischio maggiore di essere colpiti da LLA (OR= 1,6, 95% IC 1,1-2,5).                                                                      Questi dati concordano con gli studi effettuati sui tumori solidi dell’adulto riportanti il fatto che gli individui che possiedono un fenotipo NAT2 acetilante lento (dedotto a partire dal genotipo) hanno un rischio più elevato di essere colpiti da un cancro al collo e alla testa, al seno, alla laringe e alla vescica. L’incapacità di dimostrare l’influenza delle varianti di NAT1 nel rischio di LLA, suggerisce che l’acetilazione attraverso questo enzima giochi un ruolo poco o affatto importante nella genesi della leucemia nel bambino78.   
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Tavola1 Polimorfismi genetici degli enzimi del metabolismo degli xenobioti e 










         CYP1A1 
 *2A  Aumento del rischio di fattore 1,8  
 Canada 
 *2A  Aumento del rischio di fattore 2,2 con tabagismo materno  
  Francia 
 *2B  Aumento del rischio di fattore 4,7 con l’esposizione ai pesticidi; diminuzione del rischio di fattore 10 con tabagismo materno (tasso debole) nel primo trimestre di gravidanza 
 Canada 
 Aumento del rischio di fattore 5,7  
 India 
 *2  Aumento del rischio di fattore 5 con esposizione ai pesticidi; diminuzione del rischio di fattore 5 con tabagismo paterno (tasso forte)  
 Canada 
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    *4 
 Diminuzione del rischio di fattore 5  Canada 
 Aumento del rischio di fattore 2,8; aumento del rischio del fattore 4,9 dopo esposizione prenatale ad alcol durante l’allattamento  
 Canada 
     CYP2E1  
     *5 
 Aumentato rischio di fattore 3,4  Turchia  Aumentato rischio di fattore 1,8; aumentato rischio di fattore 2,4 per consumazione eccessiva di alcol durante i primi tre mesi di gravidanza 
 Canada 
   Aumentato rischio di fattore 2,1  India   GSTM1      
   nul 
 Aumentato rischio di fattore 1,7  Tailandia  Aumentato rischio di fattore 2,9  Cina  Aumentato rischio di fattore 2,3 con tabagismo materno 
  Francia 
 GSTTI   
 nul  
 Aumentato rischio di fattore 9,1  Canada  Aumento rischio di fattore 1,5   
 Canada 
 GSTPI   Diminuzione del rischio di fattore 1,5  Francia 
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*B   
 Aumento rischio di fattore  2,7  Brasile 
  NAT2 
 *5A /  *5C / *7B 
  Aumento rischio fattore 1,5 negli acetilatori lenti  
  Canada 
  I citocromi P450 (CYP) formano una famiglia di enzimi codificati da più geni polimorfi in particolare CYP1A1, importante nell’attivazione degli idrocarburi aromatici policiclici, e CYP2E1 che metabolizza diversi carcinogeni come le nitrosamine, il benzene, l’etanolo e i solventi alogeni79. Inoltre, CYP2E1 riduce in modo efficace il biossido in radicali liberi, contribuendo così alla perossidazione dei lipidi e allo stress ossidativo80. Le isoforme  corrispondenti alle varianti CYP1A1*2A e *2B possiedono una maggiore attività enzimatica e/o una maggiore inducibilità rispetto all’allele selvaggio (normale o non mutato) e sono associati a livelli elevati di addotti al DNA, così come ad un maggiore rischio di formazione di carcinomi81. Al contrario, gli individui portatori dell’allele selvaggio dispongono di un potenziale più debole di attivazione degli elementi cancerogeni e sembrano essere protetti contro il cancro82. Sono stati descritti diversi polimorfismi del CYP2E1. Abbiamo dimostrato che la presenza dell’allele CYP1A1*2 A (T6235C) aumentava dell’80% il rischio di comparsa della LLA nei bambini (OR=1,8 ; 95% IC 1,1-3,1 ; p = 0,03). Abbiamo inoltre osservato che i bambini portatori dell’allele CYP2E1*5 (G1259C) erano più suscettibili ad essere colpiti dalla LLA (OR=2,8 ; 95% IC 1,2-6,7 ; p = 0,03)83. 
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Le glutatione-S-transferasi (GST) formano una famiglia di enzimi multifunzionali che si divide in più classi, GSTA1, GSTM1, GSTP1, GSTS1 e GSTT1, avente ciascuna delle quali una specificità dei substrati più o meno stretta e un proprio profilo di espressione dei tessuti84. Nella popolazione generale, non si osserva alcuna attività di GSTM1 né di GSTT1 tra il 50% e il 20% degli individui, a causa di una cancellazione omozigote (allele nullo, zero) dei geni corrispondenti. Il gene GSTP1 è espresso in diversi tessuti umani come il tessuto spugnoso osseo, le cellule del sangue ed è la forma principale di GST espresso nei tessuti fetali85.  Molti polimorfismi vengono rilevati nella regione terminale di quest’ultimo: una transizione A verso G nella posizione 1578 provoca la sostituzione di una isoleucina con una valina alla terminazione 105 (Ile105Val), e la sostituzione di un C con un T alla posizione 2293 provoca la sostituzione di un alanina con una valina nella posizione 114 (Ala114Val)86.  Le isoforme associate alle varianti di GSTP1 presentano attività catalitiche variabili aventi effetti potenzialmente diversi sulla predisposizione al cancro87. Abbiamo dimostrato che i portatori dell’allele nullo per GSTM1 avevano un rischio maggiore di sviluppare una LLA (OR=1,8 ; 95 % IC 1,2–2,6 ; p=0,004). In un altro studio, abbiamo osservato un aumento del rischio di LLA con i genotipi GSTP1*B/*B (corrispondenti alle varianti Val105/Ala114) e GSTP1*A/*B, ma non con il genotipo GSTP1*B/*C (OR=1,5 ; 95% IC 1,1-2,0 ; p=0,02)88. L’isoforma GSTP1*B è associata ad una riduzione dell’attività di unione su certi substrati mentre l’attività di GSTP1*C resta invariata89. L’impatto dell’isoforma corrispondente alla variante *B sembra dunque dipendere dal substrato.  Essendo GSTP1 l’enzima che maggiormente è espresso nel fegato, nei polmoni, nei reni e nella placenta durante la vita fetale, è possibile che le differenze nella specificità o nell’affinità verso un substrato caratterizzante le isoforme di GSTP1 (sole o associate ad altri GST) possano modulare la propria capacità di metabolizzare gli elementi cancerogeni dell’ambiente e modificare così la predisposizione individuale alla leucemia.  
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        7.3 Risposta allo stress ossidativo  La mieloperossidasi (MPO) è un enzima lisosomiale fortemente espresso nel tessuto spugnoso osseo. Esso attiva gli elementi cancerogeni presenti nel fumo di sigaretta come il benzo(a)pirene e le amine aromatiche, trasforma i solventi organici in metaboliti altamente reattivi e contribuisce allo stress ossidativo catalizzando la formazione di radicali liberi90.  Una transizione A verso G alla posizione -463 delle regione promotrice del gene MPO sarebbe responsabile della variazione dell’espressione dell’enzima per il quale esso codifica, abolendo il sito di legame del fattore di trascrizione SP1.  D’altra parte, una relazione di causa-effetto è stata dimostrata tra un livello elevato di trascrizione di MPO e il rischio di leucemia e di cancro al polmone nell’adulto91. NAD(P)H: chinone ossido-riduttivo di tipo 1 (NQO1) è un enzima citosolico che catalizza la riduzione dei chinoni di due elettroni prevenendo così la loro partecipazione al ciclo redox e quindi allo stress ossidativo. A questo proposito, è probabile che gli individui che abbiano un’attività debole o un’assenza di attività NQO1 siano più esposti agli effetti tossici e cancerogeni di alcuni chinoni (metaboliti del benzene) e dei composti nitroaromatici. I livelli di attività di NQO1 possono essere realizzati da almeno due polimorfismi genetici, una transizione C verso T in posizione -465 e un’altra transizione C verso T alla posizione -609 responsabili, per l’una, di una diminuzione e per l’altra, di una perdita di funzione92. Abbiamo mostrato che i soggetti portatori delle varianti NQO1*2 o *3 presentano un rischio più elevato di sviluppare una LLA (OR=1,7 ; IC 95% : 1,2-2,4 ; p=0,004). Inoltre, gli individui eterozigoti presentano un’attività enzimatica diminuita suggerendo così che deboli livelli di attività di NQO1 potrebbero conferire una accresciuta sensibilità alla LLA. Altri studi hanno evidenziato una maggiore prevalenza dell’allele NQO1*2 (T609) nelle leucemie mieloidi iatrogene93, così come 
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in certe forme di leucemie infantili supportando quindi l’ipotesi secondo la quale NQO1 sarebbe coinvolto nella genesi delle leucemie94. In compenso, abbiamo potuto mettere in luce la minore associazione tra le varianti di MPO e la vulnerabilità alla LLA. 
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7.4 Interazione gene-gene        Come abbiamo illustrato, il contributo di ciascuna variante comune ha una ripercussione piuttosto modesta sul rischio di malattia. Le cause di una malattia complessa come la leucemia del bambino si spiegherebbero meglio attraverso la combinazione dei diversi fattori. Consideriamo l’esempio della glutatione-S-transferasi che partecipa a vie metaboliche che si somigliano. Potendo portare negli individui diversi alleli  vulnerabili, bisogna considerare, oltre la stima del rischio, le possibili interazioni all’interno degli alleli di differenti geni che codificati attraverso le GST.  Abbiamo dunque esaminato l’effetto delle varianti di GSTP1 in presenza dell’uno o dell’altro degli alleli privi di GSTM1 e GSTT1. Il rischio relativo di LLA è significativamente alto negli individui che hanno gli alleli senza GSTM1 né GSTP1*B (OR=2,1 ; IC 95% : 1,3-3,4 ; p=0,003).  L’effetto sinergico osservato tra queste due varianti si spiega con la convergenza di specificità dei substrati e delle vie di detossificazione (sostanze ritrovate nel fumo di sigaretta o tra sostanze inquinanti come gli idrocarburi aromatici policiclici). Non è stato possibile evidenziare nessun altro effetto con l’allele senza GSTT1. L’intervento degli enzimi CYP2E1, NQO1 e MPO in vie metaboliche comuni ci ha spinto ad analizzare l’effetto combinato dei loro genotipi. Si osserva che il rischio totale di LLA è maggiore in presenza di diversi genotipi portatori di rischio rispettivamente per due e tre fattori (Tavola II). Notiamo che la variante di MPO non produce alcun effetto su lui stesso quando combinandosi con gli alleli CYP2E1 e NQO1, il rischio di LLA aumenta considerevolmente (OR=5,4 ; IC 95 % : 1,2-23,4). Un tale studio necessita tuttavia di una conferma esterna, in particolare a causa di una campionatura ristretta. Questo risultato è tanto più interessante quanto il fatto che gli enzimi codificati da questi tre geni catalizzano la bio-trasformazione dei prodotti cancerogeni come i solventi organici, le sostanze contenute nel fumo di sigaretta, i medicinali, i derivati plastici e i pesticidi95. 
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Sottolineiamo che l’identificazione dei geni che modificano il rischio di sviluppare una malattia complessa rappresenta una sfida dell’epidemiologia genetica, principalmente a causa dell’utilizzo di strumenti tradizionali. Per affrontare questo problema, dovremo rivolgerci verso nuovi approcci statistici e informatici meno limitati dai dati ad alta dimensione al fine di distinguere meglio le interazioni gene-gene. A titolo esemplificativo citiamo, l’approccio statistico MDR(Riduzione di Dimensionalità Multifattoriale) e l’apprendimento di macchina come le reti neuronali (GPNN, rete di programmazione Neuronale Genetica) e le reti bayesiane.         7.5 L’interazione gene-ambiente        L’esistenza di un picco di incidenza della malattia tra i due e i cinque anni suggerisce che il processo di genesi della leucemia cominci in utero o molto presto nel corso della prima infanzia. Lattanti e bambini sono molto sensibili agli effetti delle diverse sostanze inquinanti per l’ambiente a causa di una maggiore esposizione relativa e/o di caratteristiche proprie al loro sviluppo fisiologico, in particolare una crescita accelerata e un gran numero di divisioni cellulari che favoriscono la comparsa di mutazioni. Alcuni studi di epidemiologia molecolare hanno messo in relazione dati genetici e i gradi di esposizione parentale ad agenti cancerogeni prima del concepimento, durante la gravidanza e nel corso del periodo post natale al fine di comprendere meglio le basi della LLA nel bambino (Tavola 1).           7.6 Significato biologico dei dati dell’epidemiologia genetica  Diversi studi epidemiologici dedicati ai periodi pre e post natale hanno permesso di suggerire un potenziale ruolo delle esposizioni a diversi fattori ambientali nella tendenza e nello sviluppo della LLA. Come abbiamo esposto prima, 
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in effetti ci sono sempre più argomenti a favore di una modifica del rischio attribuibile alle varianti genetiche degli enzimi che metabolizzano le sostanze cancerogene (Figura 2)96. Questa prospettiva è tanto più probabile quanto il fatto che queste sostanze possano raggiungere la placenta grazie al sistema circolatorio materno ed esservi metabolizzate secondo processi simili a quelli che esistono nel fegato. Così, modifiche al metabolismo placentare indurrebbero variazioni dei livelli di esposizione del feto in risposta a molecole elettrofile dannose. Alla luce dei risultati qui presentati, si possono proporre diversi scenari biologicamente plausibili. Ad esempio, è possibile che un giovane bambino (o un feto) esposto a carcinogenesi ubiquitarie, portante l’allele senza GSTM1 e gli alleli CYP1A1*2A  abbia una maggiore predisposizione ad accumulare alterazioni nel suo DNA ed eventualmente ad essere colpito da una leucemia.  La variante CYP1A1*2A è altamente sollecitata, suggerendo l’ipotesi che esista un legame tra il rischio di LLA e un aumento dell’attività di questo enzima. Di conseguenza, i portatori di tale allele sarebbero più vulnerabili agli effetti dei geni cancerogeni.  Un’ associazione tra l’induzione dell’attività placentare di CYP1A1 e gli idrocarburi aromatici policiclici presenti nel fumo di sigaretta o negli alimenti cotti è stata infatti oggetto di pubblicazione. A questo riguardo, abbiamo mostrato che il rischio di LLA tra i bambini portatori dell’allele CYP1A1*2A  è aumentata (andando da 3,9 a 5,55) secondo i livelli di esposizione ai pesticidi durante la gravidanza, mostrando così l’effetto delle alterazioni gene-ambiente nell’eziologia della malattia. Gli enzimi CYP2E1 e NQO1 sono presenti in differenti tessuti fetali e ugualmente nella placenta, quando MPO è espresso nelle cellule progenitrici ematopoietiche del tessuto spugnoso osseo, considerate come il sito di produzione del processo leucemico. I prodotti cancerogeni dell’ambiente metabolizzato da questi enzimi sarebbero dunque coinvolti nella leucogenesi del bambino come suggeriscono proprio gli studi descritti precedentemente.  E’ comunque ipotizzabile che un aumento dell’attività di CYP2E1 combinata ad una riduzione dell’efficacia di NQO1 abbia effetti più deleteri sulle cellule e/o che 
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 85 
 
promuova un accumulo di elementi cancerogeni altamente reattivi a seguito di un’esposizione a tali prodotti97.          
fetale     
          Figura 18. Illustrazione dei fattori genetici e ambientali associati al rischio di LLA. Le esposizioni pre e post natali potrebbero essere fattori determinanti nell’inizio di LLA nel bambino. L’esposizione ad agenti contaminanti tossici avviene a diversi stadi di sviluppo dell’organismo: prima del concepimento, attraverso l’esposizione di cellule germinali dei genitori, durante la gravidanza, attraverso 
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sostanze trasmesse dalla madre al feto e dopo la nascita, a seguito di un’esposizione quotidiana all’ambiente.           7.7 Conclusioni 
 Data la varietà di prodotti cancerogeni ai quali ciascun individuo è esposto e la diversità degli enzimi che partecipano al loro metabolismo, i risultati qui presentati costituiscono un primo passo verso lo sforzo di chiarimento delle basi molecolari della vulnerabilità genetica della Leucemia Linfoblastica Acuta nel bambino. Sebbene i dati ottenuti nel bambino non siano necessariamente applicabili all’adulto, il modello pediatrico potrebbe, a ben vedere, rivelarsi molto utile non solo per la comprensione della leucogenesi ma anche dell’oncogenesi in generale. L’identificazione dei geni che modificano il rischio di cancro, così come una migliore conoscenza delle interazioni di tipo gene-gene e gene-ambiente rivestono un’importanza cruciale in termini di salute pubblica. L’acquisizione di tali conoscenza dovrebbe di gran lunga migliorare il campo della medicina preventiva, in particolare grazie ad una migliore conoscenza dei fattori genetici misurabili che riducono il rischio di cancro.            
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        CAPITOLO 8 




                                                                   Figura 19  
 Evoltra è utilizzato per la cura della leucemia linfoblastica acuta nei pazienti pediatrici. Viene utilizzato quando la malattia non ha dato risposta, oppure quando si è ripresentata (ricaduta) dopo almeno due altri trattamenti farmaceutici, e si prevede che nessun altro trattamento porti risultati. Evoltra è stato studiato in pazienti di età inferiore a 21 anni che hanno contratto la LLA per la prima volta. 
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Essendo il numero di pazienti affetti da LLA basso, la malattia è rara ed Evoltra è stato qualificato “farmaco orfano” (farmaco utilizzato in malattie rare) il 5 febbraio 2002. Il medicinale può essere preso soltanto con prescrizione medica. Evoltra è un concentrato per soluzione per infusione (flebo in una vena). Evoltra contiene il principio attivo denominato clofarabina, un citotossico, cioè uccide le cellule che si stanno separando, quali le cellule del cancro; appartiene al gruppo di farmaci antitumorali denominati “antimetaboliti”. La clofarabina è un analogo della adenina, che è una parte fondamentale del materiale genetico delle cellule (DNA e RNA). Nell’organismo, la clofarabina prende il posto dell’adenina ed interferisce con gli enzimi coinvolti nella produzione del materiale genetico, RNA reduttasi e DNA polimerasi. La clofarabina inibisce la sintesi del DNA e quindi inibisce la crescita delle cellule tumorali.              8.1 DENOMINAZIONE DEL MEDICINALE  
 Evoltra 1 mg/ml concentrato per soluzione per infusione    
 
                                                            Figura 20  
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        8.2 COMPOSIZIONE QUALITATIVA E QUANTITATIVA  
 Ogni ml di concentrato contiene 1 mg di clofarabina. Ogni flaconcino da 20 ml contiene 20 mg di clofarabina.  Eccipiente:  Ogni flaconcino da 20 ml contiene 180 mg di cloruro di sodio.     
       8.3 FORMA FARMACEUTICA  
 Concentrato per soluzione per infusione (concentrato sterile).  Soluzione limpida, praticamente incolore, con pH compreso tra 4,5 e 7,5 e osmolarità compresa tra 270 e 310 mOsm/l.    
8.4 INFORMAZIONI CLINICHE  
 
8.4.1 Indicazioni terapeutiche  
 
        Trattamento della leucemia linfoblastica acuta (LLA) in pazienti pediatrici in recidiva o refrattari dopo aver ricevuto almeno due precedenti regimi terapeutici e qualora non vi siano altre possibilità di trattamento prevedibilmente in grado di offrire una risposta duratura. La sicurezza e l’efficacia sono state valutate in studi condotti su pazienti di età ≤ 21 anni alla diagnosi iniziale.  
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                                                                                  Figura 21  
 
 
8.4.2 Posologia e modo di somministrazione  
 La terapia deve essere iniziata e supervisionata da un medico con esperienza nella gestione dei pazienti affetti da leucemie acute.   
• Adulti (compresi gli anziani): attualmente non vi sono dati sufficienti a stabilire la sicurezza e l'efficacia della clofarabina nei pazienti adulti.  
• Pazienti pediatrici: la dose consigliata è di 52 mg/m2 di superficie corporea somministrati per infusione endovenosa nell'arco di 2 ore, ogni giorno per 5 giorni 
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consecutivi. La superficie corporea deve essere calcolata in base all' altezza e al peso effettivi del paziente prima dell'inizio di ciascun ciclo. I cicli di trattamento devono essere ripetuti ogni 2-6 settimane (dal giorno di inizio del ciclo precedente) dopo il recupero di una emopoiesi normale (cioè ANC ≥ 0,75 x 109/l) e il ritorno al livello basale di funzionamento degli organi. Una riduzione della dose del 25% può essere giustificata nei pazienti che sperimentano tossicità significative. Attualmente l'esperienza della somministrazione ai pazienti di più di 3 cicli di trattamento è limitata.  La maggior parte dei pazienti che rispondono alla clofarabina, ottiene una risposta dopo 1 o 2 cicli di trattamento. Spetta quindi al medico che segue il trattamento valutare i vantaggi e i rischi potenziali associati alla prosecuzione della terapia nei pazienti che non mostrano un miglioramento ematologico e/o clinico dopo 2 cicli di trattamento.   
• Bambini (peso < 20 kg): deve essere preso in considerazione il prolungamento del tempo di infusione oltre le 2 ore per cercare di ridurre i sintomi di ansia e irritabilità ed evitare concentrazioni massime di clofarabina eccessivamente elevate.   
• Bambini (<1 anno di età): non ci sono dati sulla farmacocinetica, la sicurezza o l'efficacia della clofarabina nei bambini di questa età. Quindi, una raccomandazione sul dosaggio sicuro ed efficace per i pazienti di età < 1 anno, è ancora da definire.   
• Pazienti con insufficienza renale: non esistono dati sui pazienti con insufficienza renale (creatinina sierica ≥ 2 volte l’ULN (Upper Limit of Normal, limite superiore del valore normale) per l’età) e la clofarabina viene escreta principalmente attraverso il rene. Quindi, la clofarabina è controindicata nei pazienti con insufficienza renale grave e deve essere usata con cautela nei pazienti con insufficienza renale da lieve a moderata. A tutt’oggi i dati sulla farmacocinetica della clofarabina nei pazienti con clearance della creatinina ridotta sono 
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insufficienti per consigliare una riduzione del dosaggio in tali pazienti. Tuttavia questi dati limitati indicano un possibile accumulo della clofarabina nei pazienti con clearance della creatinina ridotta.   
• Pazienti con insufficienza epatica: non esistono dati sui pazienti con insufficienza epatica (bilirubina sierica > 1,5 volte l'ULN e AST e ALT > 5 volte l'ULN) e il fegato è un potenziale organo bersaglio per la tossicità. Per questo la clofarabina è controindicata nei pazienti con insufficienza epatica grave e deve essere usata con cautela nei pazienti con insufficienza epatica da lieve a moderata.   
• Riduzione del dosaggio nei pazienti che presentano tossicità ematologiche: qualora l'ANC non si ristabilisca entro 6 settimane dall'inizio di un ciclo di trattamento, deve essere effettuata una biopsia o un aspirato midollare per accertare una possibile malattia refrattaria. Se non ci sono segni di leucemia persistente si raccomanda di ridurre del 25% il dosaggio del ciclo successivo rispetto al precedente, una volta recuperato un livello di ANC ≥ 0,75 x 109/l. Se i pazienti presentano una ANC < 0,5 x 109/l per più di 4 settimane dall'inizio dell'ultimo ciclo si raccomanda di ridurre del 25% il dosaggio del ciclo successivo.    
• Riduzione del dosaggio per i pazienti che presentano tossicità non ematologiche:   - Eventi infettivi: se un paziente sviluppa un'infezione clinicamente significativa si può interrompere il trattamento con la clofarabina fino a quando l'infezione non sia clinicamente sotto controllo. A quel punto si può iniziare di nuovo il trattamento al dosaggio pieno. Nel caso di una seconda infezione clinicamente significativa si deve sospendere il trattamento con la clofarabina fino a quando l'infezione non sia clinicamente sotto controllo e quindi lo si può riprendere riducendo il dosaggio del 25%.   
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      - Eventi non infettivi: se un paziente presenta una o più tossicità severe (tossicità di grado 3 secondo i criteri comuni di tossicità (CTC, Common Toxicity Criteria) del National Cancer Institute (NCI) statunitense, esclusi nausea e vomito) il trattamento deve essere procrastinato fino a quando le tossicità non consentano il ritorno ai parametri iniziali o cessino di essere severe e il vantaggio potenziale della prosecuzione del trattamento con la clofarabina sia superiore al rischio. In seguito si raccomanda di somministrare la clofarabina a un dosaggio ridotto del 25%.   Se un paziente va incontro alla stesso tipo di tossicità grave in una seconda occasione, il trattamento deve essere procrastinato fino a quando la tossicità non consenta il ritorno ai parametri iniziali o cessi di essere grave e il vantaggio potenziale della prosecuzione del trattamento con la clofarabina sia superiore al rischio. In seguito si raccomanda di somministrare la clofarabina a un dosaggio ridotto di un ulteriore 25%.   Qualunque paziente che vada incontro a una tossicità grave per una terza volta, una tossicità grave che non si risolva entro 14 giorni (vedere sopra le esclusioni), o una tossicità potenzialmente fatale o invalidante (tossicità di grado 4 secondi i CTC dell’NCI statunitense) deve essere sospeso dal trattamento con clofarabina. 
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Modo di somministrazione: Evoltra 1 mg/ml concentrato per soluzione per infusione deve essere diluito prima della somministrazione. Il dosaggio consigliato deve essere somministrato per infusione endovenosa, anche se negli studi clinici in corso è stato somministrato attraverso un catetere venoso centrale. Evoltra non deve essere miscelato con altri medicinali né somministrato in concomitanza impiegando la stessa linea endovenosa.    
8.4.3 Controindicazioni  
 Ipersensibilità alla clofarabina o ad uno qualsiasi degli eccipienti.  Uso in pazienti con grave insufficienza renale o epatica.  Si deve interrompere l'allattamento al seno prima, durante e dopo il trattamento con Evoltra.    
8.4.4 Avvertenze speciali e precauzioni d'impiego  
 Evoltra è un potente agente antineoplastico che può causare notevoli reazioni avverse di tipo ematologico e non ematologico. Quindi nei pazienti in trattamento con la clofarabina è necessario effettuare un attento monitoraggio dei seguenti parametri:   
    • Emocromo completo e conta delle piastrine a intervalli regolari, più frequentemente nei pazienti che sviluppano citopenie.  
 • Funzione renale ed epatica prima e durante il trattamento attivo e dopo la terapia. Sospendere immediatamente la clofarabina in presenza di aumenti sostanziali della creatinina o della bilirubina.  
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         • Condizioni respiratorie, pressione arteriosa, equilibrio idroelettrolitico e peso durante i 5 giorni di somministrazione della clofarabina e immediatamente dopo.   Nei pazienti sottoposti al trattamento con la clofarabina è necessario valutare e tenere sotto controllo i segni e i sintomi della sindrome da lisi tumorale e del rilascio di citochine (es. tachipnea, tachicardia, ipotensione, edema polmonare) che potrebbero evolvere nella sindrome da risposta infiammatoria sistemica (SIRS)/sindrome da aumentata permeabilità capillare o nella disfunzione d'organo. Qualora i pazienti mostrino segni o sintomi iniziali di SIRS/sindrome da aumentata permeabilità capillare o una notevole disfunzione d'organo si deve immediatamente sospendere la clofarabina e si devono prendere adeguate misure di supporto. Un ulteriore trattamento con la clofarabina, di solito a un dosaggio inferiore, può essere preso in considerazione quando i pazienti si siano stabilizzati e la funzione d'organo sia tornata ai livelli iniziali.   La maggior parte dei pazienti che rispondono alla clofarabina ottiene una risposta dopo 1 o 2 cicli di trattamento. Spetta quindi al medico che segue il trattamento valutare i vantaggi e i rischi potenziali associati alla prosecuzione della terapia nei pazienti che non mostrano un miglioramento ematologico e/o clinico dopo 2 cicli di trattamento.   I pazienti cardiopatici e coloro che assumono medicinali che agiscono sulla pressione arteriosa o sulla funzione cardiaca devono essere rigorosamente monitorati durante il trattamento con la clofarabina.  Non esistono dati sui pazienti con insufficienza renale (creatinina sierica ≥ 2 volte l’ULN per l’età) e la clofarabina viene escreta principalmente attraverso il rene. Quindi, la clofarabina deve essere usata con cautela nei pazienti con insufficienza renale da lieve a moderata. A tutt’oggi i dati sulla farmacocinetica della 
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clofarabina nei pazienti con clearance della creatinina ridotta sono insufficienti per consigliare una riduzione del dosaggio in tali pazienti. Tuttavia questi dati limitati indicano un possibile accumulo della clofarabina nei pazienti con clearance della creatinina ridotta. L'uso concomitante dei medicinali associati a tossicità renale e di quelli eliminati per secrezione tubulare deve essere evitato soprattutto durante i 5 giorni di somministrazione della clofarabina. Non esistono dati sui pazienti con insufficienza epatica (bilirubina sierica > 1,5 volte l'ULN e AST e ALT > 5 volte l'ULN) e il fegato è un potenziale organo bersaglio per la tossicità. Per questo si raccomanda cautela nell'uso della clofarabina nei pazienti con insufficienza epatica da lieve a moderata. Nei limiti del possibile l'uso concomitante dei medicinali associati a tossicità epatica deve essere evitato.  Qualunque paziente che sperimenti una tossicità grave (tossicità di grado 3 secondo i CTC dell'NCI statunitense) per una terza volta, a una tossicità grave che non si risolva entro 14 giorni (esclusi nausea e vomito) o a una tossicità potenzialmente fatale o invalidante (tossicità di grado 4 secondo i CTC dell'NCI statunitense) deve essere sospeso dal trattamento con clofarabina.   Al momento i dati sulla sicurezza e l'efficacia della clofarabina somministrata per più di 3 cicli di trattamento sono limitati.   Ogni flaconcino di Evoltra contiene 180 mg di cloruro di sodio, equivalenti a 3,08 mmol (o 70,77 mg) di sodio e di ciò va tenuto conto nei pazienti che seguono una dieta a contenuto di sodio controllato.   
 
8.4.5 Interazioni con altri medicinali ed altre forme di interazione  
 Fino ad oggi non sono stati effettuati studi formali di interazione con la clofarabina. Tuttavia non sono note interazioni clinicamente significative con altri medicinali o con test di laboratorio.  
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La clofarabina non è metabolizzata in quantità rilevabili dal sistema enzimatico del citocromo P450 (CYP) per cui è improbabile che interagisca con principi attivi che inibiscono o inducono gli enzimi del citocromo P450. Inoltre, alle concentrazioni plasmatiche raggiunte con l'infusione endovenosa di 52 mg/m2/die è improbabile che la clofarabina inibisca qualcuna delle cinque principali isoforme umane del CYP (1A2, 2C9, 2C19, 2D6 e 3A4) o che induca 2 di queste isoforme (1A2 e 3A4). Di conseguenza non ci si aspetta che influisca sul metabolismo dei principi attivi noti come substrati di questi enzimi.  La clofarabina è escreta prevalentemente attraverso il rene, e il fegato è un potenziale organo bersaglio per la tossicità, per cui l'uso concomitante dei medicinali associati a tossicità renale e di quelli eliminati per secrezione tubulare va evitato soprattutto durante i 5 giorni di somministrazione della clofarabina. Inoltre nei limiti del possibile l'uso concomitante dei medicinali associati a tossicità epatica deve essere evitato.   I pazienti che assumono medicinali che agiscono sulla pressione arteriosa o sulla funzione cardiaca devono essere rigorosamente monitorati durante il trattamento con la clofarabina.    
8.4.6 Gravidanza e allattamento   Non vi sono dati riguardanti l'uso della clofarabina in donne in gravidanza. Gli studi condotti su animali hanno evidenziato una tossicità riproduttiva (compresa la teratogenicità). La clofarabina può causare gravi anomalie congenite se somministrata durante la gravidanza. Quindi Evoltra non deve essere usato in gravidanza, soprattutto nel primo trimestre, se non indubbiamente necessario (cioè solo se il potenziale vantaggio per la madre sia superiore al rischio per il feto). Se una paziente rimane incinta durante il trattamento con la clofarabina, deve essere informata del possibile rischio per il feto.  
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Non si sa se la clofarabina o i suoi metaboliti siano escreti nel latte umano. L'escrezione della clofarabina nel latte non è stata studiata negli animali. Tuttavia a causa della possibilità di gravi reazioni avverse in allattati, l’allattamento al seno deve essere sospeso prima, durante e dopo il trattamento con Evoltra.  Durante il trattamento le donne in età fertile e gli uomini sessualmente attivi devono utilizzare metodi contraccettivi efficaci. Tossicità correlate alla dose sono state osservate sugli organi riproduttivi maschili nei topi, nei ratti e nei cani e sugli organi riproduttivi femminili nei topi. Gli effetti del trattamento con la clofarabina sulla fertilità umana non sono noti per cui è necessario discutere della pianificazione delle nascite con i pazienti nei modi adeguati. 
 
 
8.4.7 Effetti sulla capacità di guidare veicoli e sull'uso di macchinari  




8.4.8 Effetti indesiderati  
 Le informazioni fornite si basano sui dati provenienti da studi clinici nei quali 132 pazienti (di età > 1 e < 21 anni) affetti da LLA o da leucemia mieloide acuta (LMA) sono stati trattati con almeno una dose di clofarabina. Di questi pazienti, 115 (87%) sono stati trattati con la dose consigliata di clofarabina di 52 mg/m2/die, 14 con una dose inferiore a 52 mg/m2/die e 3 con una dose superiore a 52 mg/m2/die. Nei pazienti con LLA o LMA in fase avanzata può essere difficile valutare la causalità degli eventi avversi in presenza di condizioni mediche che 
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possono confondere, per la varietà dei sintomi correlati  alla malattia sottostante, per la progressione e per la somministrazione concomitante di numerosi medicinali.         Centoventinove pazienti (il 98% della popolazione totale) hanno sviluppato almeno un evento avverso considerato dallo sperimentatore come correlato alla clofarabina.  Quelli riportati con maggiore frequenza sono stati la nausea (61% dei pazienti), il vomito (61%), la neutropenia febbrile (32%), la cefalea (24%), la febbre (21%), il prurito (21%) e la dermatite (20%). Benché 76 pazienti (58%) abbiano sviluppato almeno un evento avverso grave correlato alla clofarabina, solo 2 hanno sospeso il trattamento a causa di una reazione avversa. In entrambi i casi si è trattato di iperbilirubinemia, in un caso dopo aver assunto 52 mg/m2/die e nell'altro 70 mg/m2/die di clofarabina. Tuttavia per 4 pazienti il decesso è stato considerato dallo sperimentatore dello studio come correlato al trattamento con la clofarabina: un paziente ha sviluppato una sindrome da aumentata permeabilità capillare acuta correlata alla clofarabina che ha contribuito all'arresto cardiaco; un paziente è morto per distress respiratorio e danno epatocellulare; un paziente per shock settico e insufficienza multiorgano; e un paziente per insufficienza multiorgano.    
Eventi avversi considerati correlati alla clofarabina riportati con frequenze ≥ 1/100  
(cioè in > 1/132) pazienti negli studi clinici  
(Molto comuni = ≥ 1/10; Comuni = ≥ 1/100 ma < 1/10)  
Infezioni e infestazioni  Comuni: shock settico*, sepsi, 
batteriemia, polmonite, herpes zoster, 
herpes simplex, infezione 
dell'impianto, candidosi orale  
Neoplasie benigne e maligne (comprese cisti e 
polipi)  
Comuni: sindrome della lisi tumorale*  
Alterazioni del sangue e del sistema linfatico  Molto comuni: neutropenia febbrile  
Comuni: neutropenia  
Alterazioni del sistema immunitario  Comuni: ipersensibilità  
Alterazioni del metabolismo e della nutrizione  Comuni: disidratazione, anoressia, 
riduzione dell'appetito, riduzione del 
peso  
 
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 100 
 
Disturbi psichiatrici  Molto comuni: ansia  
Comuni: agitazione, irritabilità, 
irrequietezza  
Alterazioni del sistema nervoso  Molto comuni: cefalea  
Comuni: neuropatia periferica, 
parestesia, sonnolenza, capogiro, 
tremore  
Alterazioni dell'apparato uditivo e vestibolare  Comuni: riduzione dell'udito  
Alterazioni cardiache  Comuni: effusione pericardica*, 
tachicardia*  
Alterazioni del sistema vascolare  Molto comuni: vampate*  
Comuni: ipotensione*, ematoma  
Alterazioni dell'apparato respiratorio, del torace e 
del mediastino  
Comuni: sindrome da aumentata 
permeabilità capillare*, tachipnea, 
epistassi, dispnea, tosse  
Alterazioni dell'apparato gastrointestinale  Molto comuni: vomito, diarrea, nausea  
Comuni: ematemesi, emorragia del 
cavo orale, dolore addominale, dolore 
addominale ai quadranti superiori, 
sanguinamento gengivale, ulcere 
buccali, proctalgia, stomatite  
Alterazioni del sistema epatobiliare  Comuni: ittero, iperbilirubinemia*, 
incrementi dell'alanina (ALT)* e 
dell'aspartato (AST) aminotransferasi  
Alterazioni della cute e del tessuto sottocutaneo  Molto comuni: dermatite, prurito  
Comuni: dermatite esfoliativa, 
petecchie, contusione, sindrome da 
eritrodisestesia palmare-plantare, 
eruzione generalizzata, eritema, 
eruzione pruriginosa, alopecia, 
eruzione maculo-papulare, disturbi 
cutanei, esfoliazione localizzata, 
eruzione eritematosa, 
iperpigmentazione cutanea, aumento 
della sudorazione, cute secca  
Alterazione dell'apparato muscoloscheletrico e 
tessuto connettivo  
Comuni: dolore della parete toracica, 
dolore alle ossa, dolore al collo e alla 
schiena, dolore agli arti, mialgia, 
artralgia  




Comuni: ematuria*  
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Disordini generali e alterazioni del sito di 
somministrazione  
Molto comuni: febbre, infiammazione 
delle mucose, affaticamento  
Comuni: insufficienza multiorgano, 
dolore, brividi, edema, edema 
periferico, alterazioni dello stato 
mentale, sensazione di calore, 
sensazione di essere fuori tono  
* = vedere qui sotto  
 
 Eventi avversi del tipo "Infezioni e infestazioni": il 45% dei pazienti presentava una o più infezioni in corso prima di sottoporsi al trattamento con la clofarabina. Tuttavia l'81% dei pazienti ha sviluppato almeno un evento avverso del tipo "Infezioni e infestazioni" dopo aver assunto la clofarabina. Trentanove eventi in 22/132 pazienti sono stati considerati correlati alla clofarabina, tra i quali l'infezione dell'impianto (1 evento), la sepsi (1 evento) e lo shock settico (2 eventi; 1 paziente è morto (vedi sopra)) sono stati considerati gravi.   Sindrome da risposta infiammatoria sistemica (SIRS) o sindrome da aumentata permeabilità capillare: la SIRS, la sindrome da aumentata permeabilità capillare o la sindrome da lisi tumorale sono state riportate come evento avverso nel 10% (13/132) dei pazienti. Questi eventi sono stati considerati correlati alla clofarabina in 11 pazienti: SIRS (2 eventi; entrambi considerati gravi), sindrome da aumentata permeabilità capillare (3 eventi; tutti gravi) e sindrome della lisi tumorale (7 eventi; 4 dei quali gravi).   Eventi avversi del tipo "Alterazioni cardiache": il 47% dei pazienti ha sviluppato almeno un evento avverso del tipo "Alterazioni cardiache". Quindici eventi in 12/132 pazienti sono stati considerati correlati alla clofarabina, nessuno è risultato essere grave e quello riportato con maggiore frequenza è stata la tachicardia (7 eventi). Comunque la maggior parte dei casi di tachicardia è stata transitoria, con ritmo sinusale e riportata in pazienti con fattori confondenti come anemia e/o infezioni.  
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L'effusione pericardica e la pericardite sono state riportate come evento avverso nell'8% (10/132) dei pazienti. Questi eventi sono stati in seguito tutti valutati come correlati alla clofarabina: effusione pericardica (9 eventi; 1 dei quali grave) e pericardite (1 evento; non grave). Nella maggior parte dei pazienti (8/10)l'effusione pericardica e la pericardite sono state giudicate asintomatiche e di scarsa o nessuna significatività clinica alla valutazione ecocardiografica. Tuttavia l'effusione pericardica è stata clinicamente significativa in 2 pazienti, con una certa compromissione emodinamica.            Eventi avversi del tipo "Alterazioni del sistema vascolare": il 58% dei pazienti ha sviluppato almeno un evento avverso del tipo "Alterazioni del sistema vascolare". Ventisei eventi in 24/132 pazienti sono stati considerati correlati alla clofarabina, tra i quali sono stati riportati con maggiore frequenza le vampate (15 eventi; non gravi) e l'ipotensione (5 eventi; uno dei quali considerato grave). Comunque la maggior parte di questi eventi ipotensivi è stata riportata in pazienti con gravi infezioni confondenti.   Eventi avversi del tipo "Alterazioni renali e delle vie urinarie": il 36% dei pazienti ha sviluppato almeno un evento avverso del tipo "Alterazioni renali e delle vie urinarie". Cinque eventi avversi in 4/132 pazienti sono stati considerati correlati alla clofarabina, nessuno dei quali grave; ematuria (4 eventi) e insufficienza renale acuta (1 evento). Inoltre in 9/132 pazienti in trattamento con la clofarabina si è verificato un aumento della creatinina valutato almeno come severo (aumento della creatinina almeno di grado 3 secondo i CTC dell'NCI statunitense) e in 2 occasioni l'aumento della creatininemia è stato riportato come evento avverso non correlato alla clofarabina.   Eventi avversi del tipo "Alterazioni del sistema epatobiliare": il fegato è un possibile organo bersaglio per la tossicità della clofarabina e il 26% dei pazienti ha 
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sviluppato almeno un evento avverso del tipo "Alterazioni del sistema epatobiliare". Quattordici eventi in 10/132 pazienti sono stati considerati correlati alla clofarabina, tra i quali la colecistite acuta (1 evento), la colelitiasi (1 evento), il danno epatocellulare (1 evento; il paziente è deceduto (vedi sopra)) e l'iperbilirubinemia (2 eventi; i pazienti hanno sospeso la terapia (vedi sopra)) sono stati considerati gravi.  Inoltre in 55/129 pazienti in trattamento con la clofarabina si è verificato un aumento dell'ALT, in 38/102 un aumento dell'AST e in 19/131 un aumento della bilirubina valutati almeno come severi (almeno di grado 3 secondo i CTC dell'NCI statunitense). Incrementi dell'ALT e dell'AST sono stati riportati come eventi avversi in 2 occasioni ciascuno mentre in 1 occasione è stato riportato l'incremento della bilirubinemia come evento avverso; tutti e 5 gli eventi sono stati considerati severi e correlati alla clofarabina. Nella maggior parte dei casi gli aumenti dell'ALT e dell'AST si sono verificati entro 1 settimana dalla somministrazione della clofarabina e sono stati transitori (di solito di durata < 2 settimane). Anche se meno frequenti, gli aumenti della bilirubina sono stati più persistenti.    
8.4.9 Sovradosaggio  
 Non sono stati riportati casi di sovradosaggio. Tuttavia è prevedibile che tra i possibili sintomi da sovradosaggio figurino nausea, vomito, diarrea e depressione grave del midollo osseo. Fino ad oggi la massima dose giornaliera somministrata nell'uomo è stata di 70 mg/m2 per 5 giorni consecutivi (2 pazienti pediatrici con LLA). Tra le tossicità osservate in questi pazienti: vomito, iperbilirubinemia, incremento dei livelli delle transaminasi ed eruzione maculo-papulare.  Non esiste una terapia con un antidoto specifico. Si raccomanda la sospensione immediata del trattamento, un'attenta osservazione e l'assunzione di adeguate misure di supporto.   
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        8.5 PROPRIETÀ FARMACOLOGICHE  
 
8.5.1 Proprietà farmacodinamiche   Categoria farmacoterapeutica: agenti antineoplastici   Codice ATC: L01BB06   Questo medicinale è stato autorizzato in "circostanze eccezionali". Ciò significa che data la rarità della malattia non è stato possibile ottenere informazioni complete su questo medicinale. L'Agenzia Europea dei Medicinali (European Medicines Agency, EMEA) revisionerà annualmente qualsiasi nuova informazione che si renderà disponibile sul medicinale e questo Riassunto delle Caratteristiche del Prodotto (RCP) verrà aggiornato, se necessario.   Meccanismo d'azione: la clofarabina è un nucleoside purinico che agisce come antimetabolita. Si ritiene che esplichi l'attività antitumorale attraverso 3 meccanismi:  
 ° l'inibizione della DNA polimerasi α in modo da interrompere l'allungamento della catena del DNA e/o la sintesi e la riparazione del DNA.  
 ° l'inibizione della ribonucleotide riduttasi in modo da ridurre la quantità di deossinucletide trifosfato (dNTP) cellulare disponibile  
 ° la disintegrazione della membrana mitocondriale con il rilascio del citocromo C e di altri fattori proapoptotici che porta alla morte programmata della cellula anche nei linfociti non in fase di divisione.   In primo luogo la clofarabina deve diffondere o essere trasportata all'interno delle cellule bersaglio dove viene fosforilata in modo sequenziale a mono- e difosfato dalle chinasi intracellulari fino a trasformarsi nel coniugato attivo, la clofarabina 5'-trifosfato. La clofarabina possiede un'elevata affinità per uno degli 
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enzimi che attivano la fosforilazione, la deossicitidina chinasi, superiore a quella del substrato naturale deossicitidina.   Inoltre la clofarabina è dotata di maggiore resistenza alla degradazione cellulare da parte dell'adenosina deaminasi e di una ridotta sensibilità al clivaggio fosforolitico rispetto ad altri principi attivi della sua classe mentre l'affinità della 
clofarabina trifosfato per la DNA polimerasi α e la ribonuocleotide riduttasi è simile o superiore a quella della deossiadenosina trifosfato.   Effetti farmacodinamici: studi in vitro hanno dimostrato che la clofarabina inibisce la crescita cellulare ed è citotossica per diversi tipi di linee cellulari di neoplasie solide ed ematologiche in rapida proliferazione. È risultata attiva anche nei confronti di linfociti e macrofagi quiescenti. Inoltre la clofarabina ha ritardato la crescita tumorale e, in alcuni casi, ha determinato la regressione del tumore in una gamma di xenotrapianti di tumori umani e murini impiantati nei topi.   Efficacia clinica e sicurezza:  - Efficacia clinica: per rendere possibile una valutazione sistematica delle risposte osservate nei pazienti, un gruppo indipendente per la revisione delle risposte (IRRP, Independent Response Review Panel) ha fissato i seguenti livelli di risposta sulla base delle definizioni fornite dal Children’s Oncology Group:   
RC = remissione completa  Pazienti che abbiano soddisfatto i 
seguenti criteri:  
 - nessuna evidenza di blasti 
circolanti né di malattia 
extramidollare.  
 
 - un midollo osseo M1 (≤ 5% 
di blasti)  
 - recupero del numero delle 
cellule periferiche (piastrine ≥ 100 x 
10 ^9/l e ANC ≥ 1,0 x 10 ^9/l)  
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RCp = remissione completa in assenza 
di recupero totale delle piastrine  
 
 - pazienti che abbiano 
soddisfatto tutti i criteri per una RC 
fatta eccezione per il recupero di un 
numero di piastrine > 100 x 109/l  
 
RP = remissione parziale  Pazienti che abbiano soddisfatto i 
seguenti criteri:  
 - completa scomparsa dei 
blasti circolanti  
 - un midollo osseo M2 (≥ 5% 
e ≤ 25% di blasti) e cellule 
progenitrici dall'aspetto normale  
 - un midollo osseo M1 senza i 
requisiti per la RC o la RCp  
 
Tasso di remissione complessivo   
 - (numero di pazienti con RC 
+ numero di pazienti con RCp ) ÷ 
numero di pazienti idonei trattati con 
la clofarabina.  
  Effetti farmacodinamici: studi in vitro hanno dimostrato che la clofarabina inibisce la crescita cellulare ed è citotossica per diversi tipi di linee cellulari di neoplasie solide ed ematologiche in rapida proliferazione. È risultata attiva anche nei confronti di linfociti e macrofagi quiescenti. Inoltre la clofarabina ha ritardato la crescita tumorale e, in alcuni casi, ha determinato la regressione del tumore in una gamma di xenotrapianti di tumori umani e murini impiantati nei topi.   Efficacia clinica e sicurezza:  - Efficacia clinica: per rendere possibile una valutazione sistematica delle risposte osservate nei pazienti, un gruppo indipendente per la revis Per determinare il tasso di remissione complessivo in pazienti pesantemente pretrattati (età ≤ 21 anni al momento della diagnosi iniziale) affetti da LLA recidivante o refrattaria definita in base alla classificazione franco-statunitense-britannica è stato condotto uno studio multicentrico, di fase II, in aperto, non comparativo sulla clofarabina. La dose massima tollerata individuata nello studio di 
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 107 
 
fase I descritto sopra di 52 mg/m2/die di clofarabina è stata somministrata per infusione endovenosa per 5 giorni consecutivi ogni 2-6 settimane. La tabella qui sotto riassume i principali risultati di efficacia di questo studio.   I pazienti affetti da LLA non dovevano essere idonei a un trattamento con maggiori potenzialità curative e dovevano presentare almeno la seconda recidiva o una forma refrattaria, cioè che non aveva raggiunto la remissione dopo almeno due regimi terapeutici precedenti. Prima del reclutamento nello studio 58 dei 61 pazienti (95%) avevano assunto da 2 a 4 diversi regimi di induzione e 18/61 (30%) di questi pazienti si erano sottoposti ad almeno un trapianto di cellule staminali ematologiche (TCSE) in precedenza. L'età mediana dei pazienti trattati (37 di sesso maschile, 24 di sesso femminile) è stata di 12 anni.  La somministrazione della clofarabina ha dato luogo a una marcata e rapida riduzione delle cellule leucemiche periferiche in 31 dei 33 pazienti (94%) che avevano una conta assoluta dei blasti misurabile all'inizio. Alla data di interruzione per la raccolta dei dati i 12 pazienti che hanno ottenuto una remissione complessiva (RC + RCp) avevano un tempo di sopravvivenza mediana di 66,6 settimane. Le risposte sono state osservate in immunofenotipi diversi della LLA, compresi il pre-B e il T. Benché il tasso di trapianto non fosse un endpoint dello studio, 10/61 pazienti (16%) si sono sottoposti al TCSE dopo il trattamento con la clofarabina (3 dopo aver ottenuto una RC, 2 dopo una CRp, 3 dopo una RP, 1 paziente che secondo l'IRRP non aveva risposto al trattamento e 1 che era stato considerato non valutabile dall'IRRP). Il TCSE rappresenta un fattore confondente ai fini della durata della risposta.        
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Risultati di efficacia dello studio cardine su pazienti (età ≤ 21 anni al momento 
della diagnosi iniziale) con LLA recidivante o refrattaria dopo almeno due 
precedenti regimi di trattamento.  
Tipo di risposta  Pazienti ITT*  






































RC  7  
(12%)  
47,9  
(6,1 - /)  
56,1  




RCp  5  
(8%)  
28,6  
(4,6 - 35,4)  
37,0  
(9,1 - 39,4)  
53,7  
( 9,1 - /)  
RP  6  
(10%)  
5,2  
(2,3 - /)  
8,6  
(6,3 - /)  
33,0  
(18,1 - /)  
RC + RCp + RP  18  
(30%)  
11,7  











N/D  4,0  




Non valutabili  Non valuat N/D    
Tutti i pazienti  61  
(100%)  
N/D  5,4  




*ITT = intention to treat.  
**Per i pazienti vivi e in remissione al momento dell'ultimo follow up i valori sono 
stati censurati per l'analisi a quella data.  
 - Sicurezza clinica: vedere paragrafo 8.4.8.        
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8.5.2 Proprietà farmacocinetiche  
 La farmacocinetica della clofarabina è stata studiata in 40 pazienti di età compresa fra 2 e 19 anni con una LLA o LMA recidivante o refrattaria. I pazienti sono stati reclutati in un unico studio di fase I (n = 12) o in due studi di fase II (n = 14 / n = 14) sulla sicurezza e l'efficacia e sono stati trattati con dosi multiple di clofarabina per infusione endovenosa.  
Farmacocinetica in pazienti di età compresa tra 2 e 19 anni con LLA o LMA 
recidivante o refrattaria dopo somministrazione di dosi multiple di 
clofarabina per infusione endovenosa 
parametro Stime basate su analisi 
non compartimentale 
(n=14/ n=14) 
stime basate su altre 
analisi 
Distribuzione:   
Volume di distribuzione 
(allo steady state)    172 l/m^2  
Legame con proteine 
plasmatiche   47,1 % 
Albumina  27,0% 
Eliminazione:   
βemivita della 
clofarabina     5,2 ore  
Emivita della 
clofarabina trifosfato  >24 ore 
Clearance sistemica      28,8 l/h/m^2  
Clearance renale       10,8 l/h/m^2  
Quantità secreta nelle 
urine         57 %  
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L'analisi multivariata ha dimostrato che la farmacocinetica della clofarabina è in funzione del peso; è stata individuata una certa influenza del numero dei globuli bianchi (GB) sulla farmacocinetica che però non è stata considerata sufficiente a personalizzare il regime del paziente sulla base del numero dei GB.  L'infusione endovenosa di 52 mg/m2 di clofarabina ha determinato un'esposizione equivalente in un ampio intervallo di pesi. Tuttavia la Cmax è inversamente proporzionale al peso del paziente e quindi nei bambini piccoli la Cmax alla fine dell'infusione può essere più elevata rispetto a un bambino tipo di 40 kg al quale venga somministrata la stessa dose di clofarabina per m2. Di conseguenza nei bambini di peso inferiore a 20 Kg si deve considerare la possibilità di prolungare i tempi di infusione.  L'eliminazione della clofarabina avviene tramite escrezione renale e non renale. Dopo 24 ore, il 60% circa della dose viene escreta immodificata nelle urine. I tassi di clearance della clofarabina sembrano essere più elevati rispetto alla velocità di filtrazione glomerulare facendo pensare alla filtrazione e alla secrezione tubulare come meccanismi di eliminazione renale. Comunque, dal momento che non è possibile individuare un metabolismo della clofarabina da parte del sistema enzimatico del citocromo P450 (CYP), le vie di eliminazione non renali sono per ora sconosciute.  Al momento non esistono differenze apparenti nella farmacocinetica tra pazienti con LLA o LMA, o tra soggetti di sesso maschile e femminile.  In questa popolazione di pazienti non è stata accertata alcuna correlazione tra l'esposizione alla clofarabina o alla clofarabina trifosfato e l'efficacia o la tossicità.  Speciali gruppi di pazienti:  
Adulti (di età > 21 anni e < 65 anni): al momento non vi sono dati sufficienti a stabilire la sicurezza e l'efficacia della clofarabina nei pazienti adulti. Tuttavia la farmacocinetica della clofarabina in soggetti adulti con LMA recidivante o refrattaria dopo somministrazione di una singola dose di 40 mg/m2 di clofarabina, per infusione endovenosa nell'arco di 1 ora, è risultata simile a quella descritta nei pazienti di età compresa tra 2 e 19 anni con LLA o LMA recidivante o 
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refrattaria dopo somministrazione di 52 mg/m2 di clofarabina, per infusione endovenosa nell'arco di 2 ore per 5 giorni consecutivi. 
Pazienti anziani (≥ 65 anni): al momento non vi sono dati sufficienti a stabilire la sicurezza e l'efficacia della clofarabina nei pazienti anziani.  
Pazienti con insufficienza renale: non esistono dati sui pazienti con insufficienza renale (creatinina sierica ≥ 2 volte l’ULN per l’età) e la clofarabina viene escreta principalmente attraverso il rene. A tutt’oggi i dati sulla farmacocinetica della clofarabina nei pazienti con clearance della creatinina ridotta sono limitati. Tuttavia questi dati indicano un possibile accumulo della clofarabina in questi pazienti.                      
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AUC0-24 ore della clofarabina in base alla clearance della creatinina stimata 
all’ingresso in pazienti di età compresa tra 2 e 19 anni con LLA o LMA 
recidivante o refrattaria (n = 11 / n = 12) dopo somministrazione di dosi 
multiple di clofarabina per infusione endovenosa  
(stima della clearance della creatinina con la formula di Schwartz)  
 
 
                                                                          Figura 22  
 
Pazienti con insufficienza epatica: non esistono dati sui pazienti con insufficienza epatica (bilirubina sierica > 1,5 volte l'ULN, e AST e ALT > 5 volte l'ULN) e il fegato è un potenziale organo bersaglio per la tossicità.           
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 8.5.3 Dati preclinici di sicurezza   Gli studi di tossicologia sulla clofarabina nei topi, nei ratti e nei cani hanno identificato nei tessuti in rapida proliferazione i principali organi bersaglio della tossicità.  Nei ratti sono stati osservati effetti cardiaci compatibili con cardiomiopatia che hanno contribuito alla comparsa di scompenso cardiaco dopo cicli ripetuti di trattamento. L'incidenza di queste tossicità è risultata correlata sia alla dose di clofarabina somministrata che alla durata del trattamento. Le tossicità sono state riportate a livelli di esposizione (Cmax) più elevati di circa 7-13 volte (dopo 3 o più cicli di somministrazione) o di 16-35 volte (dopo uno o più cicli di somministrazione) rispetto alle esposizioni cliniche. Gli effetti minimi osservati con dosaggi inferiori suggeriscono l'esistenza di una soglia per le tossicità cardiache e la farmacocinetica plasmatica non lineare nel ratto può avere un ruolo negli effetti osservati. Il rischio potenziale per gli esseri umani non è noto.  Nei ratti è stata riportata nefropatia glomerulare per livelli di esposizione da 3 a 5 volte superiori all'AUC clinica dopo 6 cicli di somministrazione della clofarabina. La patologia era caratterizzata da un lieve ispessimento della membrana basale del glomerulo con danno tubulare di scarsa entità e non era associata a modificazioni ematochimiche.  Effetti sul fegato sono stati osservati nei ratti dopo somministrazione cronica di clofarabina. Questi rappresentano probabilmente la superimposizione di alterazioni di tipo degenerativo e rigenerativo come risultato dei cicli di trattamento, e non sono risultati associati a modificazioni ematochimiche. Evidenze istologiche degli effetti sul fegato sono state osservate nei cani dopo somministrazione acuta di dosi elevate, ma anche in questo caso non sono comparse modificazioni ematochimiche.  Tossicità correlate alla dose sugli organi riproduttivi maschili sono state osservate nei topi, nei ratti e nei cani. Tra questi effetti figurano la degenerazione bilaterale dell'epitelio seminifero con ritenzione di spermatidi e l'atrofia delle cellule 
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8.6 INFORMAZIONI FARMACEUTICHE   
8.6.1 Elenco degli eccipienti   Cloruro di sodio  Acqua per preparazioni iniettabili    
8.6.2 Incompatibilità   Questo medicinale non deve essere miscelato con altri medicinali ad eccezione di quelli menzionati nel paragrafo 6.6.    
8.6.3 Periodo di validità   3 anni  Il concentrato sterile diluito è chimicamente e fisicamente stabile per 3 giorni a 2-8 °C e a temperatura ambiente. Dal punto di vista microbiologico deve essere utilizzato immediatamente. Se non viene utilizzato immediatamente, l'utente è responsabile dei tempi e delle condizioni di conservazione prima dell'uso, che di solito non dovrebbero superare le 24 ore a 2-8 °C, a meno che la diluizione non abbia avuto luogo in condizioni di asepsi controllate e validate.    
8.6.4 Speciali precauzioni per la conservazione   Non congelare    
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8.6.5 Natura e contenuto del contenitore  
 Flaconcino in vetro di tipo I da 20 ml con tappo in gomma bromobutilica, capsula di chiusura a strappo in polipropilene e sigillo in alluminio. I flaconcini contengono 20 ml di concentrato sterile e sono confezionati in una scatola. Ogni scatola contiene 3, 4, 10 o 20 flaconcini.  È possibile che non tutte le confezioni siano commercializzate.    
8.6.6 Precauzioni particolari per lo smaltimento   Evoltra 1 mg/ml concentrato per soluzione per infusione deve essere diluito prima della somministrazione. Deve essere filtrato attraverso un filtro a siringa sterile da 0,2 micrometri e quindi diluito con una infusione endovenosa con 9 mg/ml (0,9%) di cloruro di sodio per produrre un volume totale in conformità con gli esempi forniti dalla tabella qui sotto. In ogni caso il volume della diluizione finale può variare in base allo stato clinico del paziente e a discrezione del medico. (Qualora non sia possibile utilizzare un filtro diluito a siringa da 0,2 micrometri il concentrato sterile deve essere prefiltrato con un filtro da 5 micrometri, e quindi somministrato attraverso un filtro in linea da 0,22 micrometri.)  
  
Piano di diluizione suggerito sulla base del dosaggio raccomandato di 52 
mg/m2/die di clofarabina  
Superficie corporea (m2)  Concentrato sterile 
(ml)*  
Volume diluito totale  
≤ 1,44  ≤ 74,9  100 ml  tra 1,45 e 2,40  tra 75,4 e 124,8  150 ml  tra 2,41 e 2,50  tra 125,3 e 130,0  200 ml  *Ogni ml di concentrato contiene 1 mg di clofarabina. Ogni flaconcino da 20 ml contiene 20 mg di clofarabina, quindi per i pazienti con una superficie corporea ≤ 0,38 m2, per produrre il dosaggio giornaliero raccomandato di clofarabina sarà necessaria una porzione del contenuto di un singolo flaconcino. Viceversa per i pazienti con una superficie corporea > 0,38 m2, per produrre il dosaggio giornaliero raccomandato di 
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clofarabina sarà necessario il contenuto di 1-7 flaconcini.  
 Il concentrato sterile diluito deve essere una soluzione limpida, incolore. Prima della somministrazione ispezionare visivamente per evidenziare l'eventuale presenza di particelle estranee e di decolorazione.  Monouso. Il prodotto non utilizzato deve essere eliminato.  Il prodotto non utilizzato e i rifiuti derivati da tale medicinale devono essere smaltiti in conformità ai requisiti di legge locali.  Rispettare le procedure per una corretta manipolazione degli agenti antineoplastici. I medicinali citotossici devono essere manipolati con cautela.  Nel manipolare Evoltra si raccomanda l'impiego di guanti monouso e indumenti protettivi. Qualora il prodotto venisse a contatto con gli occhi, la cute o le mucose sciacquare immediatamente con abbondante acqua.  Evitare la manipolazione di Evoltra da parte delle donne in gravidanza.     
8.7 TITOLARE DELL'AUTORIZZAZIONE ALL'IMMISSIONE IN COMMERCIO   Genzyme Europe BV  Gooimeer 10  1411DD Naarden  Paesi Bassi      
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8.8 NUMERO(I) DELL'AUTORIZZAZIONE  
(DELLE AUTORIZZAZIONI) ALL'IMMISSIONE IN COMMERCIO   EU/1/06/334/001 3 flaconcini  EU/1/06/334/002 4 flaconcini  EU/1/06/334/003 10 flaconcini  EU/1/06/334/004 20 flaconcini    
8.9 DATA DELLA PRIMA AUTORIZZAZIONE/RINNOVO DELL'AUTORIZZAZIONE   Il 29 Maggio 2006    
8.10 DATA DI REVISIONE DEL TESTO   Informazioni più dettagliate su questo medicinale sono disponibili sul sito web dell'Agenzia Europea dei Medicinali (EMEA) /http://www.emea.europa.eu/.             
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TITOLARI E CONDIZIONI DELL’AUTORIZZAZIONE 
 
9.1 TITOLARE(I) DELL'AUTORIZZAZIONE ALLA PRODUZIONE 
RESPONSABILE(I) DEL RILASCIO DEI LOTTI   Nome ed indirizzo del (dei) produttore(i) responsabile(i) del rilascio dei lotti  Penn Pharmaceutical Services Limited  Tafarnaubach Industrial Estate  Tredegar  Gwent  NP22 3AA  Regno Unito  Pharmachemie B.V (PCH)  Swensweg 5  Haarlem  Paesi Bassi  Il foglio illustrativo del medicinale deve riportare il nome e l’indirizzo del produttore responsabile del rilascio dei lotti in questione    
9.2 CONDIZIONI DELL'AUTORIZZAZIONE ALL'IMMISSIONE IN COMMERCIO   
 • CONDIZIONI O LIMITAZIONI DI FORNITURA E DI UTILIZZAZIONE IMPOSTE 
AL TITOLARE DELL'AUTORIZZAZIONE ALL'IMMISSIONE IN COMMERCIO   Medicinale soggetto a prescrizione medica limitativa (vedere Allegato I: Riassunto delle Caratteristiche del Prodotto, paragrafo 4.2).   
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 • CONDIZIONI O RESTRIZIONI PER QUANTO RIGUARDA L'USO SICURO ED 
EFFICACE DEL MEDICINALE  Non pertinente.    
9.3 OBBLIGHI SPECIFICI PER IL TITOLARE DELL'AUTORIZZAZIONE 
ALL'IMMISSIONE IN COMMERCIO   Il titolare dell'autorizzazione all'immissione in commercio (AIC) deve completare entro i tempi stabiliti il seguente programma di studi, i cui risultati formeranno la base del riesame annuale del rapporto rischio/beneficio.  Aspetti clinici  1. Il titolare dell’AIC si è impegnato a fornire il rapporto finale per lo studio BIOV-111. Data prevista: dicembre 2007.  2. Il titolare dell’AIC si è impegnato a effettuare il monitoraggio e a redigere rapporti sulla tossicità in tutti gli studi clinici in corso e pianificati. Il titolare dell'autorizzazione all'immissione in commercio fornirà gli aggiornamenti in conformità con i tempi standard del Rapporto Periodico di Aggiornamento sulla Sicurezza (Periodic Safety Update Report, PSUR). Data prevista: tempi standard dello PSUR.  3. Il titolare dell’AIC si è impegnato a istituire un sistema di segnalazione volontaria degli eventi avversi come specificato nel piano di gestione dei rischi. Obiettivo del registro è la raccolta, dai medici prescrittori che partecipano su base volontaria, di informazioni importanti sulle caratteristiche dei pazienti e della malattia, e sul trattamento (compresi i medicinali concomitanti), per tutti i pazienti registrati; oltre a ciò, la raccolta di informazioni su qualunque evento grave (soprattutto se inatteso), derivante dal trattamento e possibilmente correlato al farmaco, su qualunque evento derivante renale, epatico o cardiaco di grado 3 del CTC o superiore, su tutti i decessi possibilmente correlati al farmaco, su tutti i casi di sospetta sindrome della lisi tumorale, sindrome da risposta infiammatoria sistemica 
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(SIRS) e sindrome da aumentata permeabilità capillare, su tutti i casi di sospetta interazione tra farmaci, su tutti gli eventi di grado 3 o superiore possibilmente correlati al farmaco che si verifichino dopo 3 o più cicli, su qualunque caso di sospetta malattia veno-occlusiva (VOD) nei pazienti in trattamento con la clofarabina. Data prevista: le analisi derivate dal registro verranno fornite in base ai tempi standard dello PSUR.  4. Il titolare dell’AIC si è impegnato a effettuare il monitoraggio della malattia veno-occlusiva (VOD) dopo il trapianto di cellule staminali ematologiche (HSCT). Data prevista: tempi standard dello PSUR.                       
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CAPITOLO 10 
EVOLTA: ETICHETTATURA E FOGLIO ILLUSTRATIVO 
 
10.1 INFORMAZIONI DA APPORRE SULL'IMBALLAGGIO ESTERNO  
SCATOLA CONTENENTE 3, 4, 10 O 20 FLACONCINI   
10.1.1 Denominazione del medicinale 
 Evoltra 1 mg/ml concentrato per soluzione per infusione  clofarabina    
10.1.2 Composizione qualitativa e quantitativa  Ogni flaconcino da 20 ml contiene 20 mg di clofarabina,    
10.1.3 Elenco degli eccipienti  Cloruro di sodio e acqua per preparazioni iniettabili.    
10.1.4 Forma farmaceutica e eccipienti  Concentrato per soluzione per infusione  flaconcini 3 X 20 ml  flaconcini 4 X 20 ml  flaconcini 10 X 20 ml  flaconcini 20 X 20 ml   
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10.1.5 Modo e via(e) di somministrazione  Uso endovenoso.  Diluire prima dell'uso.  Monouso.  Leggere il foglio illustrativo prima dell'uso.    
10.1.6 Avvertenza speciale che prescriva di tenere il medicinale fuori dalla 
portata dei bambini 
 Tenere fuori dalla portata e dalla vista dei bambini.    
10.1.7 Altra(e) avvertenza(e) speciale(i), se necessario  Citotossico   
10.1.8   Data di scadenza  Scad.:    
10.1.9 Precauzioni particolari per la conservazione  Non congelare     
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10.1.10 Precauzioni particolari per lo smaltimento del medicinale non 
utilizzato o dei rifiuti derivati da tale medicinale, se necessario 
 Il prodotto non utilizzato e i rifiuti derivati da tale medicinale devono essere smaltiti in conformità ai requisiti di legge locali.    
10.1.11 Nome e indirizzo del titolare dell’autorizzazione all’immissione in 
commercio    Genzyme Europe BV  Gooimeer 10  1411DD Naarden  Paesi Bassi    
10.1.12 Numero(i) dell’autorizzazione (delle autorizzazioni) all’immissione in 
commercio  UE /1/06/334/001 3 flaconcini  UE /1/06/334/002 4 flaconcini  UE /1/06/334/003 10 flaconcini  UE /1/06/334/004 20 flaconcini    
10.1.13 Numero di lotto   Lot:    
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10.1.14 Condizione generale di fornitura   Medicinale soggetto a prescrizione medica.    
10.1.15 Istruzioni per l’uso 
  
10.1.16 Informazioni in braille    
10.2 INFORMAZIONI MINIME DA APPORRE SUI CONDIZIONAMENTI PRIMARI 
DI PICCOLE DIMENSIONI  
ETICHETTA DEL FLACONCINO DA 20 ML   
10.2.1 Denominazione del medicinale e via(e) di somministrazione   Evoltra 1 mg/ml concentrato sterile  clofarabina  Uso endovenoso    
10.2.2 Modo di somministrazione   Leggere il foglio illustrativo prima dell'uso.    
10.2.3 Data di scadenza  EXP:  
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10.2.4 Numero di lotto   Lot:    
10.2.5 Contenuto in peso, volume o unità 
 
 20 ml    
10.3 FOGLIO ILLUSTRATIVO: INFORMAZIONI PER L'UTILIZZATORE   
Evoltra 1 mg/ml concentrato per soluzione per infusione  clofarabina  
Legga attentamente questo foglio prima di iniziare a usare questo medicinale.  
• Conservi questo foglio. Potrebbe aver bisogno di leggerlo di nuovo.  
• Se ha qualsiasi dubbio, si rivolga al medico o al farmacista.  
• Questo medicinale è stato prescritto per lei personalmente. Non lo dia mai ad altri. Infatti per altri individui questo medicinale potrebbe essere pericoloso, anche sei i loro sintomi sono uguali ai suoi.  
• Se uno qualsiasi degli effetti indesiderati si aggrava, o se nota la comparsa di un qualsiasi effetto indesiderato non elencato in questo foglio, informi il medico.   
Contenuto di questo foglio:  1. Che cos'è Evoltra e a che cosa serve.  2. Prima di usare Evoltra.  3. Come usare Evoltra.  4. Possibili effetti indesiderati.  5. Come conservare Evoltra.  6. Altre informazioni.  
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10.3.1 Che cos’è Evoltra e s che cosa serve  Evoltra viene impiegato per il trattamento di giovani pazienti con leucemia 
linfoblastica acuta (LLA) per i quali i trattamenti precedenti non hanno funzionato o hanno smesso di funzionare. La leucemia linfoblastica acuta è causata dalla crescita anomala di alcuni tipi di globuli bianchi. La clofarabina appartiene a un gruppo di medicinali chiamati farmaci citotossici. Agisce frenando la crescita di questi globuli bianchi anomali e alla fine li uccide. Agisce meglio sulle cellule che si stanno moltiplicando rapidamente, come quelle tumorali.    
10.3.2 Prima di usare Evoltra   
Non usi Evoltra:  - se è allergico/a (ipersensibile) alla clofarabina o a uno qualsiasi degli eccipienti di Evoltra;  - se sta allattando (legga il paragrafo “Gravidanza e allattamento” qui sotto);  - se ha gravi problemi ai reni o al fegato.  
Informi il medico nel caso si riconosca in una qualunque di queste condizioni. Se è il genitore di un bambino in trattamento con Evoltra informi il medico nel 
caso suo figlio rientri in una qualunque di queste condizioni.  
Faccia attenzione con Evoltra soprattutto:  - se ha sviluppato reazioni gravi dopo aver usato questo medicinale in precedenza;  - se ha una malattia renale o ne ha avuta una in passato;  - se ha una malattia del fegato o ne ha avuta una in passato;  - se ha una malattia cardiaca o ne ha avuta una in passato.  
Informi il medico nel caso si riconosca in una qualunque di queste condizioni. Può darsi che Evoltra non sia adatto a lei.  
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Informi immediatamente il medico o il personale sanitario se le accade qualcosa di quanto riportato qui di seguito perché potrebbe essere necessario interrompere il trattamento:  - se ha febbre o temperatura elevata; poiché la clofarabina riduce il numero delle cellule del sangue prodotte dal midollo osseo può essere più facile per lei sviluppare un'infezione;  - se ha difficoltà a respirare, respira rapidamente o sente che le manca il respiro;  - se sente che si modifica la sua frequenza cardiaca;  - se soffre di capogiri (sensazione di testa vuota) o di svenimenti: può essere un sintomo di bassa pressione sanguigna;  - se ha nausea o diarrea;  - se le urine sono più scure del normale; è importante bere molta acqua per impedire la disidratazione.  
Se è il genitore di un bambino in trattamento con Evoltra, informi il medico nel 
caso suo figlio rientri in una qualunque delle suddette condizioni.  
Durante il trattamento con Evoltra, a intervalli regolari il medico le preleverà il sangue ed effettuerà altri esami, per tenere sotto controllo il suo stato di salute. Per il modo in cui agisce, questo medicinale influirà sulle condizioni del sangue e di altri organi.  
Parli con il suo medico della contraccezione. Uomini e donne in giovane età devono usare metodi contraccettivi efficaci durante e dopo il trattamento. Veda il paragrafo ‘Gravidanza e allattamento’ qui sotto. Evoltra può danneggiare gli organi riproduttivi maschili e femminili. Chieda al medico di spiegarle cosa si può fare per proteggerla in modo che possa procreare.   
Assunzione di Evoltra con altri medicinali  Informi il medico se sta assumendo o ha recentemente assunto:  - medicinali per malattie cardiache;  - qualunque medicinale che modifichi la pressione sanguigna;  - medicinali che incidono sul fegato o sul rene;  
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- qualsiasi altro medicinale, anche quelli senza prescrizione medica.   
Gravidanza e allattamento  La clofarabina non deve essere usata in gravidanza.  
Donne in grado di rimanere incinte: deve usare una contraccezione efficace durante e dopo il trattamento con la clofarabina. Se usata da donne in gravidanza, la clofarabina può danneggiare il nascituro. Se è incinta o rimane incinta durante il trattamento con la clofarabina, si rivolga immediatamente al medico.  Anche gli uomini devono utilizzare una contraccezione efficace quando essi stessi o la loro partner sono in trattamento con la clofarabina.  Se sta allattando deve interrompere l'allattamento al seno prima di iniziare il trattamento e non deve allattare durante o dopo il trattamento.    
Guida di veicoli e utilizzo di macchinari  Non guidi e non usi strumenti o macchinari se ha capogiri, senso di testa vuota o si sente svenire.  
Evoltra contiene sale  Ogni flaconcino contiene 180 mg di cloruro di sodio, che equivalgono a 3,08 mmol (o 70,77 mg) di sodio. Se sta seguendo una dieta a contenuto di sodio controllato deve tenerne conto.   
 
10.3.3 Come usare Evoltra  Il trattamento con Evoltra le è stato prescritto da un medico qualificato esperto nel trattamento della leucemia.  
Il medico calcolerà la dose giusta per lei in base all'altezza, al peso e al suo stato di salute. Prima che le venga somministrato, Evoltra sarà diluito in una soluzione di cloruro di sodio (acqua e sale). Informi il medico se sta seguendo una dieta a 
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contenuto di sodio controllato perché questo potrebbe influire sulla modalità di somministrazione del medicinale.  
Il medico le somministrerà Evoltra una volta al giorno per 5 giorni sotto forma di infusione, attraverso un lungo tubicino sottile che entra in una vena (flebo) o in un port-a-cath, qualora gliene sia stato impiantato uno. L'infusione le sarà somministrata nell'arco di 2 ore. Se lei (o suo figlio) pesa meno di 20 Kg, il tempo di infusione può essere più lungo.  Il medico terrà sotto controllo le sue condizioni di salute e potrà modificare il dosaggio in base alla sua risposta al trattamento. È importante bere molta acqua per evitare la disidratazione.  
Se usa più Evoltra di quanto deve  Se ritiene che il medicinale le sia stato somministrato in quantità eccessiva informi immediatamente il medico.  
Se dimentica di usare Evoltra  Il medico le comunicherà quando le deve essere somministrato il medicinale. Se ritiene di aver perso una somministrazione, informi immediatamente il medico.  Se ha qualsiasi ulteriore dubbio sull'uso di questo prodotto si rivolga al medico.    
10.3.4 Possibili effetti indesiderati   Come tutti i medicinali, Evoltra può causare effetti indesiderati.  
Effetti indesiderati molto comuni  È probabile che questi effetti colpiscano più di 1 paziente su 10:  - ansia, mal di testa, febbre, stanchezza;  - nausea e vomito, diarrea;  - vampate, prurito e cute infiammata, infiammazione delle mucose come la bocca e altre zone;  - le infezioni possono essere più frequenti del normale dal momento che Evoltra può ridurre il numero di alcuni tipi di cellule del sangue presenti nell'organismo.  
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Altri effetti indesiderati comuni  È probabile che questi effetti colpiscano più di 1 paziente su 100:  - infezioni del sangue, polmonite, herpes zoster, infezioni dell'impianto, infezioni della bocca, come la candida e l'herpes labiale;  - modificazioni dei valori ematochimici, modificazioni dei globuli bianchi;  - reazioni allergiche;  - sensazione di sete ed emissione di urine più scure o meno urine del normale, riduzione o perdita dell'appetito, perdita di peso;  - agitazione, irritabilità o irrequietezza;  - sensazione di intorpidimento o di debolezza alle braccia e alle gambe, insensibilità cutanea, sonnolenza, capogiro, tremore;  - problemi dell'udito;  - accumulo di acqua intorno al cuore, battito cardiaco rapido;  - bassa pressione sanguigna, rigonfiamenti dovuti a grossi lividi;  - fuoriuscita di sangue dei vasi più piccoli (capillari), respirazione rapida, sanguinamenti dal naso, difficoltà a respirare, mancanza del respiro, tosse;  - vomitare sangue, mal di stomaco, dolore anale;  - sanguinamento della bocca o delle gengive, ulcere in bocca, infiammazione della mucosa della bocca;  - colorazione gialla della cute e degli occhi (detta anche ittero) o altri disturbi del fegato;  - eruzioni cutanee eventualmente pruriginose, pelle arrossata, dolente o che si desquama, anche nelle palme delle mani e nelle piante dei piedi, o piccole macchie rossastre o viola sotto la pelle;  - lividi, perdita dei capelli, modificazione del colore della pelle, aumento della sudorazione, pelle secca e altri problemi della pelle;  - dolore alla parete del torace o alle ossa, al collo o alla schiena, dolore agli arti, ai muscoli o alle articolazioni;  - sangue nelle urine;  
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- insufficienza d‘organi, dolore, aumento della tensione muscolare, ritenzione idrica e gonfiore in alcune parti del corpo, comprese le braccia e le gambe, alterazioni dello stato mentale, sensazione di calore, sensazione di essere fuori tono;  - la clofarabina può incidere sui livelli di alcune sostanze nel sangue. Il medico eseguirà periodici prelievi del sangue per controllare il corretto funzionamento del suo organismo.  Parli con il medico se qualcuno di questi effetti indesiderati la preoccupa o se c'è qualcosa che non capisce.  Se uno qualsiasi degli effetti indesiderati si aggrava, o se nota la comparsa di un qualsiasi effetto indesiderato non elencato in questo foglio, informi il medico.    
10.3.5 Come conservare Evoltra   Tenere fuori dalla portata e dalla vista dei bambini.  Non usi Evoltra dopo la data di scadenza che è riportata sull'etichetta del flaconcino e sulla scatola dopo EXP e Scad. rispettivamente. La data di scadenza si riferisce all'ultimo giorno del mese.  Non congelare. Una volta preparato e diluito Evoltra deve essere utilizzato subito o entro 24 ore se conservato in frigorifero (a 2-8°C).  Il medicinale non utilizzato deve essere gettato via dal medico.    
10.3.6 Altre informazioni   
Cosa contiene Evoltra  
Il principio attivo è la clofarabina. Ogni ml contiene 1 mg di clofarabina.  
Gli eccipienti sono il cloruro di sodio e l’acqua per preparazioni iniettabili.    
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Descrizione dell'aspetto di Evoltra e contenuto della confezione  Evoltra è un concentrato per soluzione per infusione (concentrato sterile). È una soluzione limpida, quasi incolore, che si prepara e si diluisce prima dell'uso. È disponibile in flaconcini di vetro da 20 ml. I flaconcini contengono 20 mg di clofarabina e sono confezionati in una scatola. Ogni scatola contiene 3, 4, 10 o 20 flaconcini, ma è possibile che non tutte le confezioni siano commercializzate.  
Titolare dell'autorizzazione all'immissione in commercio:  Genzyme Europe BV  Gooimeer 10  1411DD Naarden  Paesi Bassi    
Produttore:  Penn Pharmaceutical Services Limited  Tafarnaubach Industrial Estate  Tredegar  Gwent  NP22 3AA  Regno Unito  Pharmachemie B.V (PCH)  Swensweg 5  Haarlem  Paesi Bassi  L'autorizzazione di questo medicinale è stata rilasciata in "circostanze eccezionali”. Ciò significa che data la rarità della sua malattia non è stato possibile ottenere informazioni complete su questo medicinale. L'Agenzia Europea dei Medicinali (EMEA) revisionerà annualmente qualsiasi nuova informazione sul medicinale e questo foglio illustrativo verrà aggiornato, se necessario.  
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CONCLUSIONI  
Evoltra ( principio attivo denominato Clofarabina) trova impiego nei bambini affetti dalla 
leucemia linfoblastica acuta (LLA) un tipo di tumore dei linfociti e iene utilizzato quando 
la malattia non  ha dato risposta, oppure quando si è avuta ricaduta dopo almeno 2 altri 
trattamenti farmacologici, e si prevede che nessun altro trattamento porti risultati.  
Evoltra è stato studiato nei pazienti di età inferiore a 21 anni che hanno contratto la LLA 
per la prima volta. Essendo il numero dei pazienti affetti da leucemia linfoblastica acuta 
basso, la malattia è considerata rara ed Evoltra è stato qualificato come farmaco orfano, 
utilizzato in malattie rare. 
La dose raccomandata è di 52 mg per metro quadro di superficie corporea (calcolata 
utilizzando la statura e il peso del bambino).  
Il medicinale viene somministrato mediante infusione per una durata di 2 ore al giorno 
per 5 giorni. Il trattamento deve essere ripetuto ogni 2-6 settimane. La maggioranza dei 
pazienti che risponde al trattamento lo fa dopo 1-2 cicli di cura. 
Il principio attivo di Evoltra, la Clofarabina, è un citotossico, che appartiene al gruppo di 
farmaci antitumorali denominati antimetaboliti.  
La Clofarabina è un analogo dell’adenina che è parte del materiale genetico 
fondamentale delle cellule ( DNA e RNA ). Ciò implica che la Clofarabina prende il 
posto dell’adenina nell’organismo ed interferisce con gli enzimi coinvolti nella 
produzione di materiale genetico denominato DNA polimerasi e RNA reduttasi. Ciò 
impedisce alle cellule di produrre nuovo DNA e RNA e rallenta la crescita delle cellule 
tumorali. 
Evoltra è stato esaminato in uno studio di 61 pazienti, di età inferiore ai 21 anni, affetti 
da leucemia linfoblastica acuta. Tutti i pazienti erano già stati curati con almeno due tipi 
di terapie e non potevano assumere un trattamento di altro tipo. L’età media dei pazienti 
sottoposti a trattamento era di 12 anni. L’indice principale di efficacia era rappresentato 
dal numero di pazienti che presentavano una remissione ( eliminazione della leucemia 
dal midollo osseo e il recupero completo o parziale di livelli normali del numero delle 
cellule nel sangue).Nello studio principale il 20% dei pazienti hanno raggiunto una 
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 135 
 
remissione ( 12 su 61 ). Nel complesso i pazienti che hanno preso parte allo studio sono 
sopravvissuti in media 66 settimane.  
Dopo il trattamento con Evoltra, 10 pazienti sono stati in grado di essere sottoposti ad un 
trapianto di cellule staminali. Si tratta di un intervento complesso in cui il midollo osseo 
del paziente, comprese le cellule della leucemia, è distrutto e sostituito da cellule che lo 
ricolonizzano. Le cellule staminali sono cellule molto giovani che sono normalmente 
prodotte nel midollo osseo e si possono sviluppare in tutti i vari tipi di globuli. Negli 
studi clinici, gli effetti collaterali più comuni con Evoltra  (osservati in più di un paziente 
su 10) comprendevano neutropenia, ansia, mal di testa, rossore del volto, vomito, diarrea, 
nausea, prurito, dermatite, piressia, infiammazione mucosale ( infiammazione delle 
membrane umide che ricoprono gli organi, come quelle che ricoprono internamente la 
bocca) e  sensazione di stanchezza.  
Evoltra non deve essere utilizzato in soggetti che potrebbero essere ipersensibili alla 
Clofarabina o a qualsiasi altro eccipiente. Evoltra non deve essere somministrato a 
pazienti affetti da gravi malattie ai reni o al fegato. Essendo Evoltra un farmaco 
citotossico, non lo si deve utilizzare durante la gravidanza, a meno che non sia 
assolutamente necessario; l’allattamento al seno deve essere evitato prima, durante e 
dopo il trattamento.   
Il Comitato per i medicinali per uso umano (CHMP) ha concluso che il trattamento con 
Evoltra può essere un modo per raggiungere una remissione e facilitare un trapianto delle 
cellule staminali. Il Comitato ha deciso che i benefici di Evoltra sono superiori ai suoi 
rischi per il trattamento della leucemia linfoblastica acuta nei pazienti pediatrici che 
presentano una ricaduta o non hanno risposto ad almeno due terapie precedenti e non vi 
sia alcuna altra possibilità di trattamento che si prevede porti risultati duraturi.  
      
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 




























Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 




                                               
1 Claudi Rugarli “Manuale di Medicina Interna Sistematica” ed. MASSON 
2 Annalisa Cretella, “Prevenzione Tumori- Un grande male che colpisce i piccoli”, N.1/2 gennaio/febbraio 
2006 
3Bennett, J.M., et al., Proposals for the classification of the acute leukaemias. French-American-British 
(FAB) co-operative group. Br J Haematol, 1976. 33(4): p.451-8. 
4 Faderl, S., S. Jeha, and H.M. Kantarjian, The biology and therapy of the adult acute lymphoblastic 
leukaemia. Cancer, 2003. 98(7): p. 1337-54. 
5 Kurzrock R, Kantarjian HM, Druker BJ, Talpaz M (2003). “Cromosoma Philadelphia-positiva leucemie: 
meccanismi molecolari”. Ann. Intern. Med. 138 (10): 819-30 
6 Pui CH, Evans WE. Treatment of the acute lymphoblastic leucemia. N Engl J Med. 2006; 354: 166-  
7 78Gaynon PS, Qu RP, Chappell RJ, Willoughby ML, Tubergen DG, Steinherz PG, et al. Survival after 
relapse in childhood acute lymphoblastic leukaemia: impact of site and time to first relapse-the Children’s 
Cancer Group Experience. Cancer. 1998;82:1387-95.  
8 Stoddart A, Fleming HE, Paige CJ. The role of the preBCR , the interleukin-7 receptor, and homotypic 
interaction during B-cell development. Immunol Rev. 2000; 175:47-58. 
9 Nowell PC. The minute chromosome (Ph) in chronic granulocytic leukemia. Blut. 1962; 8: 65-6. 
10 Ilaria  RL Jr, Van Etten RA. P210 and P190 (BCR/ABL) induce the tyrosine phosphorylation and DNA 
binding activity of multiple specific STAT family members. J Biol Chem. 1996; 271: 31704- 
11 10Heisterkamp N, Jenster G, ten Hoeve J, Zovich D, Pattengale PK, Groffen J. Acute leukaemia in bcr/abl 
transgenic mice. Nature. 1990; 344: 251-3. 
12 Piccaluga PP, Rondoni M, Paolini S, Rosti G, Martinelli G, Baccarini M. Imatinib mesylate in the 
treatment of hematologic malignancies. Expert Opin Biol Ther. 2007; 7:1597-611.  
13 Piccaluga PP, Paolini S, Martinelli G, Tyrosine kinase inhibitors for the treatment of Philadelphia 
chromosome-positive adult acute lymphoblastic leucemia. Cancer. 2007, 110:1178-86.. 2000; 28:349. 
14 Taguchi T, Kiyokawa N, Sato N, Saito M, Fujimoto J. Characteristic expression of Hck in human B-cell 
precursors. Exp Hematol. 
15 Kolb EA, Gorlick R, Houghton PJ, Morton CL, Lock RB, Tajbakhsh M, et al. Initial testing of dasatinib by 
the pediatric preclinical testing program. Pediatr Blood Cancer. 2008; 50: 1198- 206 
16 Vignot S, Faivre S, Aguirre D, Raymond E. m TOR-targeted therapy of cancer with rapamycin derivatives. 
Ann Oncol. 2005; 16:525-37.  
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 138 
 
                                                                                                                                           
17 Houghton PJ, Huang S. m TOR  as a target for cancer therapy. Curr Top Microbiol Immunol. 2004; 
279:339-59. 
18 Amaravadi R, Thompson CB. The survival kinases. Akt and Pim as potential pharmacological targets. J 
Clin Invest. 2005; 115:2618-24. 
19 Shaw RJ, Cantley LC. Ras, PI3K and  m TOR signalling controls tumour cell growth. Nature. 2006; 
441:424-30. 
Bhaskar PT, Hay N. The two TORCs and Akt. Dev Cell. 2007; 12:487-502. 
20 Bhaskar PT, Hay N. The two TORCs and Akt. Dev Cell. 2007; 12:487-502. 
21 Harrington LS, Findlay GM, Lamb RF. Restraining PI3K: m TOR signalling goes back to the membrane. 
Trends Biochem Sci. 2005; 30:35-42. 
22 O’Reilly KE, Rojo F, She QB, Solit D, Mills GB, Smith D, et al. m TOR inhibition induces upstream receptor 
tyrosine kinase signaling and activates Akt. Cancer Res. 2006; 66:1500-8 
23 Akcakanat A, Singh G, Hung MC, Meric-Bernstam F. Rapamycin regulates the phosphorylation of rictor. 
Biochem Biophys Res Commun. 2007; 362:330-3. 
24 Inoki K, Corradetti MN, Guan KL. Dysregulation of the TSC-m TOR pathway in human disease. Nat 
Genet. 2005; 37:19-24. 
25 Cully M, You H, Levine AJ, Mak TW. Beyond PTEN mutations: the PI3 K pathway as an integrator of 
multiple inputs during tumorigenesis. Nat Rev Cancer. 2006; 6:184-92. 
26 Seghal SN, Baker H, Vezina C. Rapamycin (AY-22,989) ,  a new antifungal antibiotic. II. Fermentation, 
isolation and characterization. J Antibiot (Tokyo). 1975; 28:727-32. 
27 Easton JB, Houghton PJ. m TOR  and cancer therapy. Oncogene. 2006; 25:6436-46 
28 Hudes G, Carducci M, Tomczak P, Dutcher J, Figlin R, Kapoor A, et al. Temsirolimus, interferon alfa, or 
both for advanced renal-cell carcinoma. N Engl J Med. 2007; 356:2271-81. 
29 Ringshausen I, Peschel C, Decker T. Mammalian target of rapamycin (mTOR) inhibition in chronic 
lymphocytic B-cell leukemia: a new therapeutic option.Leuk Lumphoma. 2005; 46:11-9. 
30 Brown VI, Hulitt J, Fish J, Sheen C, Bruno M, Xu Q, et al. Thymic stromal-derived lymphopoietin induces 
proliferation of pre-B leukemia and antagonizes m TOR inhibitors, suggesting a role for interleukin-
7Ralpha signalling. Cancer Res. 2007; 67:9963-70. 
31 Teachey DT, Obzut DA, Cooperman J, Fang J, Carroll M, Choi JK, et al. The m TOR  inhibitor CCI-779 
induces apoptosis and inhibits growth in preclinical models of primary adult human ALL. Blood. 2006; 107: 
1149-55. 
32 Wasserman R, Zeng XX, Hardy RR. The evolution of B precursor leukemia in the Emu-ret mouse. Blood. 
1998; 92:273-82.tic option. Leuk Lymphoma. 2005; 46:11-9.   
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 139 
 
                                                                                                                                           
33 Borgmann A, Baldy C, von Stackelberg A, Beyermann B, Fichtner I, Nurnberg P, et al. Childhood all blasts 
retain phenotypic and genotypic characteristics upon long-term serial passage in NOD/SCID mice. Pediatr 
Hematol Oncol. 2000; 17:635-50. 
34 Chou TC, Talalay P. Quantitative analysis of dose-effect relationships: the combined effects of multiple 
drugs or enzyme inhibitors. Adv Enzyme Regul. 1984; 22:27-55. 
35 Sabatini DM. mTOR  and cancer: insights into a complex relationship. Nat Rev Cancer. 2006; 6:729-34. 
36 Hofmeister R, Khaled AR, Benbernou N, Rajnavolgyi E, Muegge K, Durum SK. Interleukin-7: physiological 
roles and mechanisms of action. Cytokine Growth Factor Rev. 1999; 10:41-60. 
37 Kang J, Der SD. Cytokine functions in the formative stages of a lymphocyte’s life. Curr Opin Immunol. 
2004; 16:180-90.  
38 Lin JX, Migone TS, Tsang M, Friedmann M, Weatherbee JA, Zhou L, et al. The role of shared receptor 
motifs and common Stat proteins in the generation of cytokine pleiotropy and redundancy by IL-2, IL-4, 
IL-7, IL-13, and IL-15. Immunity. 1995; 2:331-9.  
39 Palmer MJ, Mahajan VS, Trajman LC, Irvine DJ, Lauffenburger DA, Chen J. Interleukin-7 receptor 
signalling network: an integrated systems perspective. Cell Mol Immunol. 2008; 5:79-89. 
40 Pandey A, Ozaki K, Baumann H, Levin SD, Puel A, Farr AG, et al. Cloning of a receptor subunit required 
for signaling by thymic stromal lymphopoietin. Nat Immunol. 2000; 1:59-64.   
41 Paukku K, Silvennoinen O. STATs are critical mediators of signal transduction and transcription: lessons 
learned from STAT5. Cytokine Growth Factor Rev. 2004; 15:435-55. 
42 Nagasawa T. Microenvironmental niches in the bone marrow required for B-cell development. Nat Rev 
Immunol. 2006; 6:107-16. 
43 Mudry RE, Fortney JE, York T, Hall BM, Gibson LF. Stromal cells regulate survival of B-lineage leukemic 
cells during chemotherapy. Blood. 2000; 96:1926-32.  
44 Meads MB, Hazlehurst LA, Dalton WS. The bone marrow microenvironment as a tumor sanctuary and 
contributor to drug resistence. Clin Cancer Res. 2008; 14:2519-26. 
45 Corcine A, Arduino N, Ferretti E, Pistorio A, Spinelli M, Ottonello L, et al. Chemokine receptor 
expression and function in childhood acute lymphoblastic leukemia of B-lineage. Leuk Res. 2006; 30:365-
72.   
46 Zeng Z, Samudio IJ, Munsell M, An J, Huang Z, Estey E, et al. Inhibition of CXCR4 with the novel RCP168 
peptide overcomes stroma-mediated chemoresistance in chronic and acute leukaemias. Mol Cancer Ther. 
2006; 5:3113-21.  
47 Bertrand FE, Spengemen JD, Shelton JD, McCubrey JA. Inhibition of PI3K, m TOR and MEK signaling 
pathways promotes rapid apoptosis in B-lineage ALL in the presence of stromal  cell support. Leukemia. 
2005; 19:98-102. 
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 140 
 
                                                                                                                                           
48 Kay NE, Shanafelt TD, Strege AK, Lee YK, Bone ND, Raza A. Bone biopsy derived marrow stromal 
elements rescue chronic lymphocytic leukemia B-cells from spontaneous and drug induced cell death and 
facilitates an “angiogenic switch” . Leuk Res. 2007; 31:899-906. 
49 Sims JE, Williams DE, Morrissey PJ, Garka K, Foxworthe D, Price V, et al. Molecular cloning and 
biological characterization of a novel murine lymphoid growth factor. J Exp Med. 2000; 192:671-80. 
50 Wei C, Zeff R, Goldschneider I. Murine pro-B cells require IL-7 and its receptor complex to up-regulate 
IL-7R alpha, terminal deoxynucleotidyltransferase, and c mu expression. J Immunol. 2000; 164:1961-70. 
51  Vosshenrich CA, Cumano A, Muller W, Di Santo JP, Viera P. Thymic stromal-derived 
lymphopoietin distinguishes fetal from adult B cell development. Nat Immunol.2003;4:7739. 
52 Juarez J, Baraz R, Gaundar S, Bradstock K, Bendall L. Interaction of interleukin-7 and interleukin-3 with 
the CXCL12-induced proliferation of B-cell progenitor acute lymphoblastic leukemia. Haematologica. 
2007; 92:450-9. 
53 Brown VI, Fang J, Alcorn K, Barr R, Kim JM, Wasserman R, et al. Rapamycin is active against B-precursor 
leukaemia in vitro and in vivo, an effect that is modulated by IL-7-mediated signaling. Proc Natl  Acad Sci 
USA. 2003; 100:15113-8.   
54 Teachey DT, Sheen C, Hall J, Ryan T, Brown VI, Fish J, et al. m TOR inhibitors are synergistic with 
methotrexate: an effective combination to treat acute lymphoblastic leukemia (ALL). Blood. Prepublished 
online. June 10,2008. 
55 Saydem G, Celikkaya H, Cole P, Bertino J, Erickan-Abali E. m TOR inhibition leads to increase sensitivity 
to methotrexate. AACR 98th Annual Meeting 2005.  
56 Bleesing JJ, Brown MR, Novicio C, Guarraia D, Dale JK, Straus SE, et al. A composite picture of TcR 
alpha/beta(+) CD4 (-) CD8 (-) T Cells (alpha/beta-DNTCs) in human with autoimmune lymphoproliferative 
syndrome. Clin Immunol. 2002; 104:21-30. 
57 Jackson CE, Fischer RE, Hsu AP, Anderson SM, Choi Y, Wang J, et al. Autoimmune lymphoproliferative 
syndrome with defective Fas: genotype influences penetrance. Am J Hum Genet. 1999; 64:1002-14 
58 Rao VK, Dugan F, Dale JK, Davis J, Tretler J, Hurley JK, et al. Use of mycophenolate mofetil for chronic, 
refractory immune cytopenias in children with autoimmune lymphoproliferative syndrome. BrJ Haematol. 
2005; 129:534-8. 
59 Rao VK, Dowdell KC, Dale JK, Dugan F, Pesnicak L, Bi LL, et al. Pyrimethamine treatment does not 
ameliorate lymphoproliferation or autoimmune disease in MRL/lpr-/-mice or in patients with 
autoimmune lymphoproliferative syndrome. Am J Hematol. 2007; 82:1049-55.  
60 Teachey DT, Seif AE, Brown VI, Bruno M, Bunte RM, Chang YJ, et al. Targeting Notch signaling in 
autoimmune and lymphoproliferative disease. Blood. 2008; 111:705-14.  
61 Jurynczyk M, Jurewicz A, Bielecki B, Raine CS, Selmaj K. Overcoming failure to repair demyelination in 
EAE: gamma-secretase 
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 141 
 
                                                                                                                                           
62 Bunin N, Carston M, Wall D, Adams R, Casper J, Kamani N, et al. Unrelated marrow transplantation for 
children with acute lymphoblastic leukaemia in second remission. Blood. 2002; 99:3151-7.   
63 Barbaric D, Corthals SL, Jastaniah WA, Asalanian S, Shimizu H, Reid GS, et al. Detection of WTI-specific T 
cells in paediatric acute lymphoblastic leukaemia patients in first remission. Br J Haematol. 2008; 
141:271-3.    
64 Takeda K, Kaisho T, Akira S. Toll-like receptors. Annu Rev Immunol. 2003; 21:335-76. 
65 Krieg AM. CpG motifs in bacterial DNA and their immune effects. Annu Rev Immunol. 2002; 20:709-60. 
66 Fujii H, Trudeau JD, Teachey DT, Fish JD, Grupp SA, Schultz KR, et al. In vivo control of acute 
lymphoblastic leukemia by immunostimulatory CpG oligonucleotides. Blood. 2007; 109:2008-13.  
67 Ibiem. 
68 Reid GS, Terrett L, Alessandri AJ, Grubb S, Stork L, Seibel N, et al. Altered patterns of T cell cytokine 
production induced by relapsed pre-B ALL cells. Leuk Res. 2003; 27:1135-42.     
69 Montagna D, Maccario R, Locatelli F, Montini E, Pagani S, Bonetti F, et al. Emergence of antitumor 
cytolytic T cells is associated with maintenance of hematologic remission in children with acute myeloid 
leukaemia. Blood. 2006; 108:3843-50.   
70 Ibidem. 
71 Miller RW, Young JL Jr, Novakovic B. Childhood cancer. Cancer. 1995; 75:395-405.  
72Stiller CA, Epidemiology and genetics of childhood cancer. Oncogene 2004; 23:6429-44 
73 Krajinovic M, Lauda D, Richer C, et al. Susceptibility to childhood acute lymphoblastic leukaemia: 
influence of CYP1A1, CYP2D6, GSTM1, e GSTT1 genetic polymorphisms. Blood 1999; 93:1496-501.   
74 Sinnett D, Krajinovic M, Laduda D. Genetic susceptibility to childhood acute lymphoblastic leukaemia. 
Leuk Lymphoma 2000; 38:447-62.  
75 Meyer UA, Zanger UM. Molecular mechanisms of genetic polymorphisms of drug metabolism. Annu 
Rev Pharmacol Toxicol 1997; 37:269-96. 
76 Vatsis KP, Weber  WW, Bell DA, et al. Nomenclature for N-acetyltransferases. Pharmacogenetics 1995; 
5:1-17 
77 D‘Errico A, Taioli E, Chen X, Vineis P. Genetic metabolic polymorphisms and the risk of cancer: a review 
of the literature. Biomarkers 1996; 1:149-73.  
78 Krajinovic M, Richer C, Sinnett H, et al. Genetic polymorphisms of N-acetyltransferases 1 and 2 and 
gene-gene interaction in the susceptibility to childhood acute lymphoblastic leukemia. Cancer Epidemiol 
Biomarkers Prev 2000; 9:557-62.   
79 Daly AK, Fairbrother KS, Smart J. Recent advances in understanding the molecular basis of 
polymorphisms in genes encoding cytochrome P450 enzymes. Toxicol Lett 1998; 102-103:143-7. 
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 142 
 
                                                                                                                                           
80 Ibidem. 
81 Kato S, Bowman ED, Harrington AM, et al. Human lung carcinogen-DNA adduct levels mediated by 
genetic polymorphisms in vivo. J Natl Cancer Inst 1995; 87:902-7.  
82 Shiedls PG. Pharmacogenetics: detecting sensitive populations. Environ Health Perspect 1994; 
102(suppl 11):81-7. 
83 Krajinovic M, Sinnett H, Richer C, et al. Role of NQO1, MPO e CYP2E1 genetic polymorphisms in the 
susceptibility to childhood acute lymphoblastic leukemia. Int J Cancer 2002; 97:230-6.   
84 Hayes JD, Pulford DJ. The glutathione S-transferase supergene family: regulation of GST and the 
contribution of the isoenzymes to cancer chemoprotection and drug resistence. Crit Rev Biochem Mol 
Biol 1995; 30:445-600. 
85 Cossar D, Bell J, Strange R, et al. The alpha and pi isoenzymes of glutathione S-transferase in human 
fetal lung: in utero ontogeny compared with differentiation in lung organ culture. Biochim Biophys Acta 
1990; 1037:221-6. 
86 Harries LW, Stubbins MJ, Forman D, et al. Identification of genetic polymorphisms at the glutathione S-
transferase Pi locus and association with susceptibility to bladder, testicular and prostate cancer. 
Carcinogenesis 1997; 18:641-4. 
87 Hu X, Xia H, Srivastava SK, et al. Activity of four allelic forms of glutathione S-transferase h GSTP1-1 for 
diol epoxides of polycyclic aromatic hydrocarbons. Biochem Biophys Res Commun 1997 
88 Krajinovic M, Labuda D, Sinnett D. Glutathione S-transferase P1 genetic polymorphisms and 
susceptibility to childhood acute lymphoblastic leukaemia. Pharmacogenetics 2002; 12:655-8. 
89 Watson MA, Stewart RK, Smith GB, et al. Human glutathione S-transferase P1 polymorphisms: 
relationship to lung tissue enzyme activity and population frequency distribution. Carcinogenesis 1998; 
19:275-80. 
90 Kettle AJ, Winterbourn CC. Oxidation of hydroquinone by myeloperoxidase. Mechanism of stimulation 
by benzoquinone. J Biol Chem 1992; 267:8319-24 
91 Cascorbi I, Henning S, Brockmoller J, et al. Substantially reduced risk  of cancer of the aerodigesive tract 
in subjects with variant—463A of the myeloperoxidase gene. Cancer Res 2000; 60:644-9. 
92 Gaedigk A, Tyndale RF, Jurima-Romet M, et al. NAD(P)H: quinone oxidoreductase: polymorphisms and 
allele frequencies in Caucasian, Chinese and Canadian Native Indian and Inuit populations. 
Pharmacogenetics. 1998; 8:305-13.  
93 Larson RA, Wang Y, Banerjee M, et al. Prevalence of the inactivating 609C-T polymorphism in the 
NAD(P)H: quinone oxidoreductase (NQO1) gene in patients with primary and therapy-related myeloid 
leukemia Blood. 1999; 94:803-7. 
Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 143 
 
                                                                                                                                           
94 WiemelsJL,Pagnamenta A, Taylor GM, et al, A lack of a functional NAD(P)H: quinone oxidoreductase 
allele is selectively associated with pediatric leukemias that have MLL fusions. United Kingdom Childhood 
Cancer Study Investigators. Cancer Res 1999; 59:4095-9. 
95 Smith MT. Benzene, NQO1, and genetic susceptibility to cancer. Proc Natl Acad Sci USA 1999; 96:7624-
6.  
96 Infante-Rivard C, Labuda D, Krajinovic M, Sinnett D. Risk of childhood leukemia associated with 






















Università degli Studi di Pisa - Facoltà di Farmacia 
 
Maria Gaudio Pagina 144 
 
                                                                                                                                           
                                                        RINGRAZIAMENTI 
 
Grazie alla professoressa Breschi, ottima insegnante di corso e 
ottima relatrice sempre disponibile e cordiale, grazie per il suo aiuto 
nel mio lavoro di tesi. 
 
 
